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Käytetyt lyhenteet 
 
13-LOOH  13-hydroperoksioktadeka-9,11-dieenihappo 
9-LOOH  9-hydroperoksioktadeka-10,12-dieenihappo 
ACE  Angiotensiinikonvertaasientsyymi (Angiotensin I converting enzyme) 
DDPH  2,2-difenyyli-1-pikryylihydratsyyli 
DTT  Ditiotreitoli 
EDTA  Etyleenidiamiinitetraetikkahappo (Ethylenediaminetetraacetic acid) 
FAPGG n-[3-(2-furyyli)akryloyyli]-l-fenyylialanyyliglysyyliglysiini 
HEPES  4-(2-hydroksietyyli)-1-piperatsiinietaanisulfonihappo 
HMW  Suurimoolimassainen (High molecular weight) 
LDH  Laktaattidehydrogenaasi 
MBT  3-metyyli-2-buteeni-1-tioli 
OVR Ohravalkuaisrehu 
SDS-PAGE Natriumlauryylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi (Sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 
SE-HPLC  Korkean erotuskyvyn kokoekskluusio nestekromatografia (Size exclusion 
high performance liquid cromatography) 
 
Peptidien aminohapposekvensseistä puhuttaessa käytettiin aminohappojen yksikirjaimisia 
lyhenteitä. 
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1 Johdanto 
 
Viljojen jyvien pääasiallinen komponentti on tärkkelys ja viljat ovat tärkeitä ruokavalion 
energianlähteitä. Viljojen jyvät kuitenkin sisältävät noin 8-15 % proteiinia, mistä johtuen 
ne ovat myös erittäin tärkeitä proteiininlähteitä kun huomioidaan niiden suuret 
tuotantomäärät. Suurin kiinnostuksen kohde viljojen proteiineissa ei liity niiden 
ravitsemukselliseen arvoon vaan niiden vaikutukseen prosessoitaessa viljaa 
elintarvikkeiksi (Tatham ja Shewry 2012; Delcour ja Hoseney 2010). Ohratärkkelystehtaan 
runsasproteiininen sivujae, ohravalkuaisrehu, hyödynnetään nykyään eläinrehuna. 
Kotimainen karviproteiini on kuitenkin arvokas resurssi, jonka monipuolinen 
hyödyntäminen on tavoittelemisen arvoista. 
Makromolekyylit, kuten proteiinit, ovat herkkiä reaktiivisen hapen aiheuttamalle 
hapettumiselle (Kadiiska ym. 1992; Kivelä ym. 2009). Niiden metallikatalysoidun 
hapettumisen tiedetään olevan paikkakohtaista (Wardman ja Candeias 1996). Eniten 
hapettumista tapahtuu molekyyleille, joista löytyy sitoutumispaikka reaktiota 
katalysoivalle siirtymämetallille (Hawkins ja Davies 1997). Sitouduttuaan 
makromolekyyliin siirtymämetalli alkaa tuottaa vetyperoksidista voimakkaasti reaktiivisia 
hydroksyyliradikaaleja. Radikaalit reagoivat makromolekyylin niiden osien kanssa, jotka 
ovat lähellä reaktiokeskusta. Esimerkiksi paljon proliinia sisältävät proteiinit ovat herkkiä 
hapettumaan proliinitähteiden ympäriltä radikaaleja tuottavan metallin sitoutuessa 
proliiniin. 
Metallikatalysoitu hapettuminen vaikuttaa joidenkin elintarvikkeiden, kuten esimerkiksi 
oluen, säilyvyyteen. Happi aiheuttaa oluen aromin erityisen nopeaa huononemista 
(Vanderhaegen ym. 2006). Perustilaisena (O2)  se  on  erittäin  vakaata  eikä  reagoi  helposti  
orgaanisten molekyylien kanssa. Olut sisältää kuitenkin rautaa (Fe2+)  ja  kuparia  (Cu+) 
joiden läsnä ollessa happi voi muodostaa reaktiivisen superoksidianionin (O2-). Kupari ja 
rauta ovat myös osa monitoimista hapettumisjärjestelmää, jossa oluen polyfenolit, sokerit, 
isohumulonit ja alkoholit saattavat toimia elektronien luovuttajina. Superoksidianioni voi 
protolysoitua edelleen muodostaen sitä huomattavasti reaktiivisemman 
perhydroksyyliradikaalin (OOH·). Superoksidianioni voi myös pelkistyä raudan (Fe2+) ja 
kuparin (Cu+) toimesta peroksidianioniksi (O22-), joka helposti protolysoituu 
vetyperoksidiksi (H2O2). Vetyperoksidista ja superoksidianionista voi muodostua 
hydroksyyliradikaaleja (OH·) metallikatalysoiduilla Fenton- ja Haber-Weiss-reaktioilla. 
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Hapettumista voi tapahtua myös entsymaattisesti. Entsyymihydrolyysi vaatii usein hyvin 
tarkat, entsyymille ominaiset olosuhteet sen toiminnan varmistamiseksi. Lisäksi 
entsyymeillä voi olla sivuaktiivisuuksia muihin kuin haluttuun substraattiin. 
Metallikatalysoitu hapettuminen voi tarjota entsyymien rinnalle vaihtoehtoisen 
menetelmän proteiinien muokkaukseen.  Sen vaatimat materiaalit ovat halpoja ja ne 
poistuvat järjestelmästä itsestään ajan mukana. 
Lyhyet aminohappoketjut voivat olla bioaktiivisia toimien esimerkiksi entsyymi-
inhibiittoreina. ACE, eli angiotensiinikonvertaasientsyymi, liittyy moniin kehon 
toimintoihin, mutta sen pääasiallinen tehtävä on verenpaineen hallinta (Murray ja 
FitzGerald 2007; Bènèteau-Burnat ja Baudin 1991; Meisel ym. 2006). ACE tuottaa 
verisuonia supistavia peptidejä minkä lisäksi se pilkkoo verisuonia laajentavaa peptidiä, 
bradykiniinia. Kuten muutkin entsyymit, ACE voidaan inaktivoida tukkimalla sen 
aktiivinen kohta selektiivisellä inhibiittorilla (Loponen 2004).  
ACE:ä inhiboivia peptidejä on saatu vapautettua kasveista, kuten maissista ja rypsistä sekä 
eläinperäisistä lähteistä, kuten maidosta, kananmunista ja kalasta (De Leo ym. 2009). 
Viljojen prolamiinit, kuten ohran hordeiini, sisältävät rakenteessaan runsaasti peptidejä, 
joilla on mahdollisesti ACE -inhibitioaktiivisuutta jos kyseiset aminohapposekvenssit vain 
saadaan jotenkin vapautettua proteiinin rakenteesta (Loponen 2004). Ohrapohjaiselle, 
runsasproteiiniselle teollisuuden sivujakeelle voidaan hakea lisäarvoa muokkaamalla sen 
proteiineja esimerkiksi tähän tarkoitukseen.  
Tutkimuksen kirjallisuusosuuden tavoitteena oli tutustua ohran proteiineihin, 
metallikatalysoituun hapettumiseen ja siihen liittyviin aihealueisiin, kuten 
antioksidantteihin, sekä hapettumisen vaikutuksiin oluen laadussa. Tämän lisäksi 
tutustuttiin ACE -inhibitioon. Kokeellisen osuuden tavoitteena oli tutkia voiko 
ohratärkkelystehtaan sivujakeen proteiineja muokata metallikatalysoidulla hapetuksella tai 
entsymaattisesti ja miten nämä käsittelyt vaikuttavat näytteen sisältämiin eri proteiineihin. 
Lisäksi tutkittiin voidaanko menetelmillä tuottaa ACE -inhibitiivisiä peptidejä. 
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2 Kirjallisuustutkimus 
2.1 Viljaproteiinien luokittelu ja ohran prolamiinit 
Perinteisesti viljaproteiinit on luokiteltu neljään ryhmään niiden liukoisuuden perusteella 
(Tatham ja Shewry 2012; Delcour ja Hoseney 2010; Shewry ym. 1995). Albumiinit ovat 
vesiliukoisia, globuliinit liukenevat laimeisiin suolaliuoksiin, prolamiinit, joita ohrassa 
kutsutaan hordeiineiksi, liukenevat alkoholin vesiliuoksiin ja gluteliinit liukenevat 
laimeisiin happoihin ja emäksiin (taulukko 1). Tätä luokittelua kutsutaan Osbornen 
fraktioinniksi sen kehittäjän Thomas Osbornen mukaan. 
Taulukko 1. Viljaproteiinien Osbornen fraktiointi, jossa fraktiot erotellaan niiden 
liukoisuuden mukaan. Ohran prolamiineja kutsutaan hordeiineiksi 
Fraktio Nimi ohralla Liukoisuus 
Albumiini Vesi 
Globuliini Laimea suolaliuos 
Prolamiini Hordeiini Alkoholin vesiliuokset 
Gluteliini Laimeat hapot ja emäkset/ 
    alkoholi+pelkistin 
 
Gluteliinit voidaan myös liuottaa alkoholiliuoksella, johon on lisätty disulfidisidoksia 
rikkovaa pelkistintä, kuten 2-merkaptoetanolia tai ditiotreitolia (DTT) (Delcour ja Hoseney 
2010). Tätä fraktiota pidetäänkin nykyään prolamiinina, jonka erilainen liukoisuus johtuu 
sen järjestäytymisestä suuriksi polymeereiksi proteiiniketjujen välisten disulfidisidosten 
avulla. Kun nämä sidokset pelkistetään, ovat polymeerin yksittäiset alayksiköt 
liukoisuudeltaan ja kooltaan samankaltaisia prolamiinien kanssa. 
Prolamiinien aminohapporakenteita vertailemalla ne voidaan jakaa kolmeen ryhmään: 
paljon rikkiä sisältävät, vähän rikkiä sisältävät ja suurimoolimassaiset (HMW, high 
molecular weight) prolamiinit (Shewry ym 1999; Shewry ym. 1995). Ohrassa HMW -
prolamiinit ovat polymeerista D-hordeiinia, vähän rikkiä sisältävät prolamiinit ovat 
monomeerista C-hordeiinia ja paljon rikkiä sisältävät prolamiinit ovat monomeerista ja 
polymeerista ?-hordeiinia sekä B-hordeiinia (taulukko 2). Kaikista prolamiineista HMW -
molekyylien osuus on 2-4 %, vähän rikkiä sisältävien osuus on 10-20 % ja paljon rikkiä 
sisältävien osuus on 70-80 % (Davies ym. 1993). Kooltaan D-hordeiini on yli 
100000 g/mol, C-hordeiini noin 55000-70000 g/mol ja B-hordeiini noin 30000-
50000 g/mol (Shewry ym. 1985). Eri hordeiinityyppien koko vaihtelee ohralajikkeiden 
välillä (kuva 1).    
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Taulukko 2. Ohran prolamiinifraktioiden osuus kokonaisprolamiinimäärästä, fraktioiden 
koostumus ja niiden sisältämien molekyylien polymeerisuus.  
Prolamiinifraktio Osuus (%) Koostumus Polymeerisuus 
HMW  2-4 D-hordeiini ± 
Vähän rikkiä  10-20 C-hordeiini - 
Paljon rikkiä  70-80 ?-hordeiini ± 
    B-hordeiini ± 
 - Monomeerinen 
 + Polymeerinen 
 
 
Kuva 1. Eri hordeiinityyppien koko elektroforeesilla kahdessa eri ohralajikkeessa: 
Carlsberg II (A) ja Risø 56 (B) (Shewry ym. 1985) 
 
Kuvassa 2 on esitetty hordeiinit 2D-geelielektroforeesilla. 2D-geelieletroforeesissa 
molekyylit erotetaan ensin niiden isoelektrisen pisteen mukaan isoelektrisellä fokusoinnilla 
(Flickinger ja Drew 1999). Isoelektrisessä fokusoinnissa geelinauhan anodipää (+) on 
hapan ja katodipää (-) on emäksinen. Molekyylit liikkuvat geelissä varauksensa mukaan 
kunnes saavuttavat isoelektrisen pisteensä ja molekyylin varaus poistuu. C-hordeiinin 
isoelektrinen piste on happamalla puolella ja B-hordeiinin emäksisellä (kuva 2) (Shewry ja 
Tatham 1990). Tästä johtuen C-hordeiinin liukoisuus on parempi emäksisissä olosuhteissa, 
ja B-hordeiinin liukoisuus on parempi happamissa olosuhteissa. 
12 
 
 
Kuva 2. Eri hordeiinityypit eriteltynä 2D-geelielektroforeesilla (Shewry ja Tatham 1990). 
Isoelektrinen fokusointi (I.e.f.) erottelee molekyylit niiden isoelektrisen pisteen mukaan. 
Anodipää (+) on hapan ja katodipää (-) on emäksinen. 
 
2.1.1 C-hordeiini 
C-hordeiinien koko on 55000-70000 g/mol. Niiden aminohapporakenne perustuu 
suurimmaksi osaksi toistuvaan jaksoon, joka sisältää kahdeksan peptidin ryhmiä 
(PQQPFPQQ) (Shewry ym. 1999; Shewry ym. 1995). Toistuvan jakson alueessa on myös 
viiden peptidin ryhmiä (PQQPY) (Shewry ja Tatham 1990). Toistuvan jakson lisäksi 
proteiinin aminopäässä on lyhyt 12 peptidin epäsäännöllinen alue ja karboksyylipäässä on 
lyhyt kuuden peptidin epäsäännöllinen alue (kuva 3). C-hordeiini ei sisällä lainkaan 
kysteiiniä, mistä johtuen se ei voi muodostaa polymeereja disulfidisidosten avulla.  
 
 
Kuva 3. C-hordeiinin aminohapporakenne perustuu kahdeksan peptidin toistuvaan jaksoon 
(PQQPFPQQ), minkä lisäksi sen amino- ja karboksyylipäissä on lyhyet epäsäännölliset 
alueet (Shewry ym. 1995). 
 
Johtuen sen erittäin toistuvasta aminohapporakenteesta C-hordeiini muodostaa väljän, 
mutta jäykän kierrerakenteen (Tatham ja Shewry 1994, 2012). Kierrerakenteen 
muodostavat ?-käännökset, sekä poly-L-proliini II-tyyppinen kierre. Jälkimmäinen on 
vasemmalle kääntyvä helikaalinen rakenne, jossa ei ole ollenkaan molekyylin sisäisiä 
vetysidoksia. Täten proteiinin selkärangan amidit ovat vapaana vetysidoksia varten. 
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Kun C-hordeiinikonsentraatio kasvaa ja proteiinien välinen kanssakäyminen yleistyy, voi 
kyseisen proteiinifraktion rakenne muuttua johtuen laajamittaisesta vetysidosten 
muodostumisesta glutamiinien sivuketjujen ja toisten proteiinien selkärangan amidien 
välillä (Tatham ja Shewry 1995). Tämä sitoutuminen voi johtaa ?-käännöksien 
vähenemiseen ja proteiinimolekyylien välisten ?-levyjen muodostumiseen. 
 
2.1.2 B-hordeiini 
B-hordeiinien koko on 30000-50000 g/mol ja ne koostuvat kahdesta hyvin erilaisesta 
osasta (Shewry ym 1999; Shewry ym 1985). Niiden karboksyylipää on epäsäännöllinen ja 
se sisältää kaikki proteiinin kysteiinitähteet eli kaiken rikin (kuva 4). Niiden aminopää on 
säännöllinen ja koostuu C-hordeiinin tapaan enimmäkseen proliinista ja glutamiinista 
(PQQP). Näiden lisäksi toistuva jakso sisältää yhdestä kolmeen muuta aminohappotähdettä. 
 
Kuva 4. B-hordeiinin aminohapporakenne. Proteiinin karboksyylipää on epäsäännöllinen 
ja sisältää kaiken rikin. Aminopää on C-hordeiinin tapaan toistuva, se koostuu 
enimmäkseen proliinista ja glutamiinista (Shewry ja Tatham 1990). 
 
B-hordeiini on tiukkaan pakkautunut, lämpödenaturaation aiheuttamalle rakenteen 
avautumiselle vastustuskykyinen molekyyli sen molekyylien välisten disulfidisidosten 
takia (Shewry ym. 1999). Säännöllinen alue on rakenteeltaan samankaltainen C-hordeiinin 
kanssa; se muodostaa lähinnä ?-käännöksiä. Rikkiä sisältävä alue muodostaa ?-kierrettä, ?-
käännöksia ja ?-levyjä, sekä sattumanvaraista kierrettä ja on tästä johtuen globulaarinen. 
Kaikki rikki ei kuitenkaan muodosta molekyylin sisäisiä disulfidisidoksia vaan osa on 
vapaana. Näiden kautta B-hordeiini aggregoituu alayksiköiden välisten disulfidisidosten 
avulla. 
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2.2 Metallikatalysoitu hapettuminen 
Makromolekyylit, kuten proteiinit, ovat herkkiä reaktiivisen hapen aiheuttamalle 
hapettumiselle (Kadiiska ym. 1992; Kivelä ym. 2009). Fenton-reaktio (reaktio 1) tuottaa 
hydroksyyliradikaaleja ei-entsymaattisesti siirtymämetallien, kuten Fe2+ ja Cu+, avulla. 
Siirtymämetalli hapettuu pelkistäen vetyperoksidin (H2O2) ja tuottaa näin voimakkaasti 
reaktiivisia hydroksyyliradikaaleja (OH·). Fenton-reaktion kyky tuottaa runsaasti 
radikaaleja äärimmäisen pienillä määrillä katalysoivaa metallia on riippuvainen läsnä 
olevasta pelkistimestä. Pelkistin saattaa metallikatalyytin reaktion jälkeen takaisin sen 
reaktiiviseen muotoon (reaktio 2) ja kierrättää liuennutta happea vetyperoksidiksi 
mahdollistaen jatkuvan radikaalien tuoton. 
Fe2+ /Cu+ + H2O2?  OH· + OH- + Fe3+ /Cu2+   (1) 
Hydroksyyliradikaaleja muodostuu myös Haber-Weiss-reaktiossa (reaktiot 2, 3 ja 4) 
siirtymämetallien katalysoimana superoksidista (Wardman ja Candeias 1996; Kehrer 2000). 
Yksinään Haber-Weiss-reaktio (reaktio 4) on vesiliuoksissa niin hidas, ettei se pysty 
tuottamaan biologisissa järjestelmissä radikaaleja, mutta siirtymämetalleilla katalysoituna 
(reaktiot 2 ja 3) reaktiosta tulee merkittävä radikaalien lähde (Kehrer 2000). Haber-Weiss-
reaktio siirtymämetallilla katalysoituna on käytännössä vain päivitetty Fenton-reaktio, 
jossa superoksidiradikaali toimii pelkistäjänä (reaktiot 2 ja 3). 
 
O2·- + Fe3+ /Cu2+?  O2 + Fe2+ /Cu+    (2) 
Fe2+ /Cu+ + H2O2?  OH· + OH- + Fe3+ /Cu2+   (3) 
O2·- + H2O2?  OH· + O2 + OH-    (4) 
 
Superoksidia muodostuu biologisissa järjestelmissä esimerkiksi eliön pelkistäessä happea 
vedeksi ATP-synteesiin liittyvässä reaktiossa (Wardman ja Candeias 1996). Osa 
kulutetusta hapesta ei pelkisty kunnolla ja muodostaa täten superoksidin. Superoksidi voi 
tämän jälkeen reagoida vedyn kanssa tuottaen vetyperoksidia ja happea (reaktio 5) 
2O2·- + 2H ? H2O2 + O2     (5) 
Makromolekyylien metallikatalysoitu hapettuminen on paikkakohtaista (Wardman ja 
Candeias 1996). Eniten hapettumista tapahtuu molekyyleille, joista löytyy 
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sitoutumispaikka reaktiota katalysoivalle siirtymämetallille (Hawkins ja Davies 1997). 
Siirtymämetalli sitoutuu makromolekyyliin ja alkaa tämän jälkeen tuottaa vetyperoksidista 
voimakkaasti reaktiivisia hydroksyyliradikaaleja. Tämän seurauksena radikaalit reagoivat 
makromolekyylin niiden osien kanssa, jotka ovat lähellä radikaaleja muodostavaa 
reaktiokeskusta. Esimerkiksi paljon proliinia sisältävät makromolekyylit ovat herkkiä 
hapettumaan proliinitähteiden ympäriltä. Uchidan ym. (1990) mukaan hydroksyyliradikaali 
reagoi proliinin kanssa kuvassa 5 esitetyllä tavalla. Radikaali reagoin proliinitähteen 
rengasmaisen sivuketjun ja seuraavan aminohappotähteen karboksyylihapporyhmän 
välisen sidoksen kanssa ja pilkkoo näin proteiinin selkärangan. 
 
Kuva 5. Hydroksyyliradikaalin reaktio proliinin kanssa. Radikaali pilkkoo proteiinin 
proliinitähteen sivuketjun ja seuraavan aminohappotähteen välistä (Uchida ym. 1990). 
 
Kuparin ja vetyperoksidin (Cu+ + H2O2) aiheuttama hapettumisreaktio on erityisen tuhoisa 
makromolekyyleille, jotka sisältävät paljon proliinia, kuten kollageeni (Hawkins ja Davies 
1997; Uchida ym. 1990). Tälle ilmiölle on tarjottu kolmea selitystä, joille kaikille löytyy 
todistusaineistoa (Hawkins ja Davies 1997). Ensinnäkin kupari-ionit voivat tuottaa 
vetyperoksidista radikaaleja muita metalleja huomattavasti nopeammin, mikä altistaa 
substraatin suuremmalle määrälle radikaaleja tietyn ajan sisällä. Toiseksi 
radikaalinmuodostusreaktio voi johtaa muiden kuin hydroksyyliradikaalien 
muodostumiseen eli makromolekyylin rikkova radikaali saattaa olla jokin muu kuin 
hydroksyyliradikaali. Kolmanneksi proliinia sisältävät makromolekyylit voivat olla herkkiä 
sitomaan kuparia, mikä aiheuttaa paikkakohtaista hapettumista proteiinin proliinitähteiden 
läheisyydessä. 
Metallikatalysoitu hapettuminen voi kuitenkin johtaa proteiinin pilkkoutumisen lisäksi 
myös proteiinien polymerisaatioon (Berlett ja Stadtman 1997; Dean ym. 1997). Yleensä 
proteiinien polymerisaatio metallikatalysoidulla hapetuksella liitetään tilanteisiin joissa 
happi (O2) puuttuu kokonaan, mutta sitä tapahtuu myös hapen läsnäollessa. Esimerkiksi 
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tyrosiini voi muodostaa dityrosiinisidoksia hapetuksen seurauksena. Metallikatalysoidun 
hapetuksen muodostamat polymeerit voivat myös olla vastustuskykyisiä pelkistykselle. 
 
2.2.1 Metallikatalysoitu hapettuminen oluessa 
Vaikka tässä tutkimuksessa keskitytään proteiineihin, metallikatalysoidut hapetusreaktiot 
vaikuttavat oluessa moniin eri substraatteihin. Happi on merkittävä tekijä oluen 
väljähtymisessä sen läsnäolon aiheuttaessa oluen aromin erityisen nopeaa huononemista. 
(Vanderhaegen ym. 2006). Perustilainen happi (O2) on erittäin vakaata eikä reagoi helposti 
orgaanisten molekyylien kanssa. Olut sisältää kuitenkin rautaa (Fe2+)  ja  kuparia  (Cu+) 
joiden läsnä ollessa happi voi kaapata elektronin ja muodostaa reaktiivisen 
superoksidianionin (O2-).  Kupari  ja  rauta  ovat  myös  osa  monitoimista  
hapettumisjärjestelmää, jossa polyfenolit, sokerit, isohumulonit ja alkoholit saattavat 
toimia elektronien luovuttajina. Superoksidianioni voi protolysoitua edelleen muodostaen 
sitä huomattavasti reaktiivisemman perhydroksyyliradikaalin (OOH·). Oluessa suurin osa 
superoksidista on perhydroksyylimuodossa. Superoksidianioni voi myös pelkistyä raudan 
(Fe2+) ja kuparin (Cu+) toimesta peroksidianioniksi (O22-), joka helposti protolysoituu 
vetyperoksidiksi (H2O2). Vetyperoksidista ja superoksidianionista voi muodostua 
hydroksyyliradikaaleja (OH·) metallikatalysoiduilla Fenton- ja Haber-Weiss-reaktioilla 
(kappale 2.2.1). 
Happimolekyylien reaktiivisuus kasvaa niiden pelkistymiskertoimen mukana 
(superoksidianioni < perhydroksyyliradikaali < hydroksyyliradikaali). Pro-oksidanttiset, 
metalli-ioneja pelkistävät molekyylit voivat kiihdyttää hapen radikalisoitumista. Tässä 
prosessissa pro-oksidantit saattavat itse radikalisoitua ja reagoida muiden yhdisteiden 
kanssa. Tästä johtuen oluen hapettumisreaktoita on ajateltava hapetus-pelkistysreaktioiden 
ketjuna. Vapaiden radikaalien konsentraatio oluen kypsytyksessä lisääntyy kasvavan rauta- 
ja kupari-ionikonsentraation, kasvavan happikonsentraation ja korkeamman 
varastointilämpötilan mukana. Radikaalien muodostus ei kuitenkaan välttämättä ala heti 
varastoinnin alussa vaan oluen luonnostaan sisältämät antioksidantit voivat hidastaa 
radikaalien muodostumisen alkamista. 
Oluen valmistuksessa tapahtuvat radikaalireaktiot 
Vierteen keitossa tapahtuva rasvahappojen autoksidaatio on radikaalireaktion aloittama 
ketjureaktio (Vanderhaegen ym. 2006). Vaikka hydroksyyliradikaalit ovat reaktiivisimpia 
happiyhdisteitä, niiden ei uskota olevan vastuussa rasvahappojen autoksidaatiosta. Itse 
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asiassa hydroksyyliradikaalien äärimmäisen reaktiivisuuden vuoksi ne todennäköisesti 
reagoivat vierteessä jonkin suuremmassa määrin esiintyvän molekyylin, kuten sokereiden, 
kanssa ennen kuin ne törmäävät harvinaisempiin rasvahappoihin. Tästä johtuen hitaammin 
reagoivien radikaalien, kuten peroksiradikaalien (ROO·), uskotaan aloittavan 
rasvahappojen hapettumisketju. 
Esimerkiksi linolihapon hapettuminen (kuva 6) alkaa radikaalin irrottaessa vedyn hiilestä 
11, jonka vetyjen sidokset ovat heikkoja sitä ympäröivien kaksoissidosten vuoksi. Tämä 
johtaa viiden hiilen (hiilet 9-13) radikaalijärjestelmään, joka stabiloituu muodostamalla 
hydroperoksidin joko hiileen 9 tai 13 ja kaksi kaksoissidosta hydroperoksidin viereen. 
Tuloksena ovat hydroperoksirasvahapot 9-LOOH ja 13-LOOH. 
 
Kuva 6. Hydroperoksirasvahappojen 9-LOOH ja 13-LOOH muodostuminen linolihapon 
radikaalivälitteisellä autoksidaatiolla (Vanderhaegen ym. 2006). 
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Hydroperoksirasvahapot voivat edelleen hapettua ei-entsymaattisesti tai pilkkoutua muilla 
mekanismeilla (Vanderhaegen ym. 2006). Tämä pilkkoutuminen johtaa muun muassa 
herkästi haihtuvien yhdisteiden, kuten trans-2-nonenaalin (kuva 7), muodostumiseen. 
Trans-2-nonenaali, tai (E)-2-nonenaali, kuuluu oluen makuun vaikuttaviin 
karbonyyliyhdisteisiin (Kuchel ym. 2006). Karbonyylien aiheuttamaa makua kuvaillaan 
usein paperi- tai pahvimaiseksi ja oluen niin sanottu väljähtyminen johtuu 
karbonyyliyhdiseiden, erityisesti (E)-2-nonenaalin ja asetaldehydin, pitoisuuden kasvusta. 
Trans-2-nonenaali muodostuu nimenomaan linolihaposta ja sen aiheuttava pahvimainen 
sivumaku on havaittavissa jo 0,035 ?g/kg pitoisuudessa (Lermusieau ym. 2001). 
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Kuva 7. Trans-2-nonenaalin muodostuminen linolihappojahdannaisesta 9-
hydroperoksioktadeka-10,12-dieenihaposta (9-LOOH) (Vanderhaegen ym. 2006). 
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Linolihaposta muodostuneen 9-LOOH:n hydroperoksiryhmä voi protonoitua ja johtaa 
vesimolekyylin lohkeamiseen (Vanderhaegen ym. 2006). Jäljelle jäänyt happikationi liittyy 
molekyylin selkärangan kaksoissidoksen viereiseen hiili-hiilisidokseen. Tämän 
seurauksena muodostunut ioni hydroksyloituu ja katkeaa muodostaen muun muassa trans-
2-nonenaalia (kuva 7). 
 
Oluen varastoinnin aikana tapahtuvat radikaalireaktiot 
Yksi merkittävimmistä oluessa tapahtuvista radikaalireaktioista on etanolin muuntuminen 
asetaldehydiksi (Huvaere ja Andersen. 2009). Asetaldehydi on helposti haihtuva aromiaine, 
joka pienissä pitoisuuksissa maistuu miellyttävän hedelmäiseltä (Lachenmeier ja Sohnius 
2008). Suurissa pitoisuuksissa se kuitenkin maistuu pistävältä ja epämiellyttävältä. Lisäksi 
asetaldehydi on erittäin reaktiivista ja sitoutuu helposti yksittäisiin aminohappoihin 
muodostaen uusia aromiyhdisteitä. Asetaldehydin uskotaan myös olevan ihmiselle 
karsinogeeninen aine. Sen karsinogeenisuus johtuu sen kyvystä sitoutua kovalenttisesti 
DNA:n kanssa. 
Asetaldehydia muodostuu oluessa kun raudan tai kuparin katalysoiman Fenton-reaktion 
(kappale 2.2.1) tuottamat hydroksyyliradikaalit irrottavat vedyn etanolista (Huvaere ja 
Andersen 2009; Andersen ja Skibsted 1998). Näin muodostuu 1-
hydroksyylietyyliradikaaleja, jotka vuorostaan reagoivat hapen kanssa muodostaen 1-
hydroksyylietyyliperoksyyliradikaaleja. Nämä hyvin epästabiilit yhdisteet hajoavat 
asetaldehydiksi ja hydroperoksyyliradikaaliksi, jonka avulla reaktio alkaa taas alusta (kuva 
8). 
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Kuva 8. Asetaldehydin muodostuminen etanolista Fenton-reaktion tuottamien 
hydroksyyliradikaalien avulla (Huvaere ja Andersen 2009). 
 
Oluen valoaltistuksesta johtuva haisunäätämäinen aromi on myös radikaaleihin perustuva 
ilmiö, joskin huomattavasti monimutkaisempi kuin asetaldehydin muodostuminen 
(Huvaere ja Andersen 2009). 3-metyyli-2-buteeni-1-tioli (MBT) on vastuussa tästä 
tunkkaisesta aromista. Kyseinen yhdiste on hyvin samankaltainen haisunäädän erittämien 
yhdisteiden kanssa ja ihmisen aistit ovat erittäin herkkiä näille yhdisteille. Jo neljä 
nanogrammaa MBT:a litrassa tekee oluen käyttökelvottomaksi (Huvaere ym. 2005). 
Isohumulonit ovat tärkeässä roolissa MBT:n muodostuksessa. Ne ovat karvaan makuisia 
yhdisteitä, jotka muodostuvat humalasta peräisin olevista humuloneista lämmön 
aiheuttamalla isomerisaatiolla vierteen keitossa. Myös kysteiini tai jokin rikkipitoinen 
peptidi tai proteiini tarvitaan, jotta MBT:a voisi muodostua.  
MBT:n muodostuminen alkaa kun valo saattaa flaviinijohdannaisia, kuten riboflaviinia, 
viritystilaan (Huvaere ym 2005; Huvaere ja Andersen 2009). Riboflaviini, eli B2 vitamiini, 
on yhdiste, joka virittyy erittäin herkästi valon vaikutuksesta ja voi täten osallistua moniin 
reaktioihin, joiden lopputuotteena on radikaaleja (Ji ja Shen 2008). Reagoidessaan 
virittynyt riboflaviini pelkistyy muodostaen flaviiniradikaalin. 
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Nämä virittyneet flaviinijohdannaiset reagoivat kysteiinin ja isohumulonien kanssa 
(Huvaere ja Andersen 2009). Elektronin vapautuessa isohumulonista se muuttuu erittäin 
epästabiiliksi radikaaliksi. Tämä radikaali hajoaa välivaiheiden kautta 3-metyyli-2-
butenyyliradikaaliksi, joka on yksi MBT:n prekursoreista. Kysteiinin reagoidessa 
virittyneiden flaviinijohdannaisten kanssa muodostuu välivaiheiden kautta toinen MBT:n 
prekursori, rikkihydryyliradikaali. Nämä kaksi prekursoria kun reagoivat keskenään 
muodostuu haisunäätämäisen aromin aiheuttava 3-metyyli-2-buteeni-1-tioli (MBT) (kuva 
9). 
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Kuva 9. Olueen haisunäätämäisen aromin aiheutavan 3-metyyli-2-buteeni-1-tiolin 
muodostuminen valon avulla (Huvaere ja Andersen 2009) 
 
Radikaalivälitteiset polymerisaatioreaktiot ovat tärkeitä oluen varastoinnin aikana 
ilmenevässä sameutumisessa (Kaneda ym. 1992). Itse sameutuminen on fenolien (kappale 
2.3) sekä proteiinien välisessä reaktiossa muodostuvan liukenemattoman 
kompleksiyhdisteen aiheuttama (Asano ym. 1984). Fenolien herkkyys reagoida proteiinien 
kanssa riippuu niiden polymerisaatioasteesta. Monomeeriset yksiköt eivät joko reagoi 
ollenkaan tai reagoivat erittäin heikosti, dimeerit prosyanidiini B3 ja prodelfinidiini B3 
ovat jo selvästi reaktiivisempia, trimeeri prosyanidiini C2 reagoi erittäin voimakkaasti ja 
22 
 
tetrameerit sekä pentameerit asettuvat reaktioherkkyydessään dimeerien ja trimeerin väliin. 
Myös eri aminohapot poikkeavat toisistaan reaktioherkkydeltään mistä johtuen proteiinin 
reaktioherkkyys on riippuvainen sen aminohappokoostumuksesta. (Siebert ym 1996; 
Siebert 2006). Proteiinit, jotka sisältävät runsaasti proliinia ovat erittäin herkkiä 
muodostamaan kompleksiyhdisteitä fenolien kanssa. 
Reaktiivisuudestaan johtuen polymeeriset fenolit muodostavat proteiinikomplekseja jo 
oluen valmistuksessa (Asano ym. 1984). Nämä kompleksit saostuvat ja poistuvat oluesta 
suodatuksessa. Varastoinnin aikana monomeeriset fenolit polymerisoituvat reaktiivisten 
happiradikaalien ansiosta ja muuttuvat täten herkästi proteiinikomplekseja muodostaviksi 
di- ja trimeerisiksi fenoleiksi. Radikaalit reagoivat myös jäljellä olevien polymeeristen 
fenolien kanssa hajottaen niitä pienemmiksi yksiköiksi (kuva 10). 
 
Kuva 10. Fenolien koostumuksen muutos ajan mukana radikaalien vaikutuksesta. 
Monomeeriset fenolit katekiini ja epikatekiini polymerisoituvat isommiksi yksiköiksi. 
Samalla tetrameeriset ja pentameeriset fenolit hajoavat pienemmiksi yksiköiksi (Asano ym. 
1984). 
 
Näin muodostuneet reaktiiviset polymeeriset fenolit muodostavat liukenemattomia 
komplekseja oluessa jäljellä olevien proliinipitoisten proteiinien kanssa aiheuttaen oluen 
sameutumista. Polymeeriset fenolit vaikuttavat hieman myös oluen väriin, mutta niiden 
vaikutus on miltei mitätöntä valmistuksessa tapahtuvien Maillard-reaktioiden aiheuttamien 
värinmuutosten rinnalla (Bamforth 2000). 
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2.3 Antioksidantit ja niiden toimintamekanismit 
Antioksidantit ovat yhdisteitä, jotka pieninäkin määrinä merkittävästi hidastavat tai estävät 
muiden yhdisteiden hapettumista (Sies 1997). Ne voidaan luokitella esimerkiksi viiteen eri 
ryhmään hapettumista estävän toimintamekanisminsa perusteella (Nerìn 2010; 
Yanishlieva-Maslarova 2001). Ensimmäinen ryhmä sisältää yhdisteet, jotka reagoivat 
vapaiden radikaalien kanssa ja katkaisevat näin radikaaliyhdisteiden aiheuttaman 
ketjureaktion, eli niin sanotut radikaalisiepparit (taulukko 3). Fenoliset yhdisteet ovat 
tyypillisiä tämän ryhmän edustajia. Toisen ryhmän yhdisteet hajottavat peroksideja 
yhdisteiksi, jotka eivät enää kykene tuottamaan radikaaleja. 
Taulukko 3. Yksi tapa luokitella antioksidatiiviset yhdisteet on niiden 
toimintamekanismin perusteella (Nerín 2010). 
Ryhmä Toimintamekanismi Esimerkkiyhdiste 
1 Radikaalisiepparit Prodelfinidiini B3 
2 Hajoittavat peroksideja katkaisten Katalaasi 
radikaalinmuodostusketjun 
3 Kelaatio Oksaalihappo 
4 Inaktivoi singlettihappea Tokoferolit 
5 Inhiboi autoksidaatioon johtavaa Kversetiini 
  entsyymitoimintaa   
 
Kolmas ryhmä koostuu antioksidanteista, jotka inhiboivat siirtymämetallien 
hapetusreaktioita katalysoivaa vaikutusta muodostamalla niiden kanssa 
kompleksiyhdisteitä eli kelaatiolla (kappale 2.4). Esimerkiksi oksaalihappo ja 
butaanidihappo (kuva 11) ovat tällaisia yhdisteitä. Neljäs ryhmä vaikuttaa 
hapetusreaktioihin inaktivoimalla singlettihappea lämpöä tuottavalla reaktiolla. Tokoferolit 
(kuva 12) ja karotenoidit ovat tämän ryhmän antioksidantteja. Viimeinen ryhmä inhiboi 
autoksidaatioon johtavaa entsyymitoimintaa. Antioksidatiiviset flavonoidit (kuva 13) 
kuuluvat tähän ryhmään. Rakenteellisesti eri ryhmien edustajat voivat olla hyvinkin 
samankaltaisia toimintamekanismien eroista huolimatta. 
  
Kuva 11. Butaanidihappo inhiboi siirtymämetallien hapetusreaktioita katalysoivaa 
vaikutusta muodostamalla niiden kanssa kompleksiyhdisteitä. 
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Kuva 12. ?-tokoferoli on singlettihappea inaktivoimalla toimiva antioksidatiivinen yhdiste 
(kuvan lähde: Lewis 2007). 
 
 
Kuva 13. Kversetiini on flavonoli, jonka antioksidatiivinen vaikutus perustuu 
autoksidaatiota aiheuttavan entsyymitoiminnan inhibitioon (kuvan lähde: Cammack ym. 
2006). 
 
2.3.1 Ohran antioksidatiiviset yhdisteet 
Ohra sisältää suuren joukon erilaisia ja eri mekanismeilla toimivia antioksidantteja (Goupy 
ym 1999; Madhujith ja Shahidi 2009). Suurin osa ohran sisältämistä antioksidanteista on 
fenolisia yhdisteitä, mutta näiden lisäksi ohrassa on myös karotenoideja ja tokoferoleita. 
Flavanolit sekä niiden muodostamat antosyaanit ja fenoliset hapot sekä niiden esterit ovat 
ohran fenolisia yhdisteitä. Luteiini (kuva 14), kattaa noin 90 % ohran karotenoideista ja sen 
on raportoitu toimivan myös pro-oksidanttina. Tokoferoleista (kuva 12) ohrassa esiintyy 
alfa-, beta- ja gamma-muotoja. 
 
Kuva 14. Luteiini on ohrassa esiintyvä karoteinoidi (Landrum ym. 2002) 
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Määrällisesti suurin antioksidanttien ryhmä ohrassa on fenoliset yhdisteet flavanolit ja 
niiden muodostamat polymeeriset yhdisteet antosyaanit (Goupy ym. 1999). 70-82 % ohran 
fenolisista yhdisteistä on flavanoleja. Monomeerisia flavanoleja ovat (+)-katekiini,  (-)-
epikatekiini, (+)-gallokatekiini ja (-)-epigallokatekiini (Briggs ym. 2004). Kyseisten 
yhdisteiden ja niiden epi-muotojen välinen ero on yhden hydroksyyliryhmän orientaatiossa. 
Perusmuodossa tämä ryhmä on yhdisteen tason yläpuolella kun taas epi-muodossa ryhmä 
on yhdisteen tason alla (kuva 15). 
 
Kuva 15. Ohran sisältämien monomeeristen flavanolien perusmuodon ja epi-muodon 
välinen ero on yhden hydroksyyliryhmän orientaatiossa. Perusmuodossa tämä ryhmä on 
yhdisteen tason yläpuolella kun taas epi-muodossa ryhmä on yhdisteen tason alla (Briggs 
ym. 2004). 
 
Monomeeriset flavanolit muodostavat erikokoisia polymeerejä, joista ohrassa yleisimmät 
ovat dimeerit prosyanidiini B3 ja prodelfinidiini B3, jotka kattavat 64-72 % ohran 
fenolisista yhdisteistä, sekä trimeeri prosyanidiini C2 (Goupy ym. 1999). Prosyanidiini B3 
koostuu kahdesta katekiinimonomeerista, prodelfinidiini B3 koostuu gallokatekiinista sekä 
katekiinista ja prosyanidiini C2 koostuu kolmesta katekiinimonomeerista (kuva 16) (Briggs 
ym. 2004; Goupy ym. 1999). Flavanolit ja niiden muodostamat polymeerit ovat 
antioksidatiivisten ominaisuuksiensa lisäksi värinmuodostajia (Fernández-Zurbano ym. 
1998), jotka ovat väriltään punertavia tai ruskehtavia (Li ym. 2007) ja ne ovat lisäksi 
vastuussa ohratuotteiden värinmuutoksista lämpökäsittelyissä (Kohyama ym. 2001). 
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Erityisesti keittäminen aiheuttaa ohratuotteissa ruskean värin muodostumista. 
Voimakkaasta radikaalinsieppauskyvystään huolimatta flavanolit ja niiden muodostamat 
yhdisteet voivat muuttua radikaalihapetuksen seurauksena, mikä johtaa niiden värin 
muuttumiseen (Fernández-Zurbano ym. 1995). Niiden on myös todettu muodostavan 
värittömiä yhdisteitä (Bishop ja Nagel 1984). 
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Kuva 16. Ohrassa runsaimmin esiintyvät polymeeriset flavanolit, antosyaanit. 
Prosyanidiini B3 koostuu kahdesta katekiinimonomeerista, prodelfinidiini B3 koostuu 
gallokatekiinista sekä katekiinista ja prosyanidiini C2 koostuu kolmesta 
katekiinimonomeerista (Briggs ym. 2004). 
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Ohran fenoliset hapot voidaan jakaa kahteen ryhmään, jotka ovat 
bentsoehappojohdannaiset sekä kanelihappojohdannaiset (Briggs ym. 2004). Nämä hapot 
esiintyvät lähinnä ohran aleuronikerroksessa ja endospermissä kun taas niiden estereitä on 
jyvän kuorikerroksissa (Goupy ym. 1999). Bentsoehappojohdannainen vanilliini (kuva 17) 
on vierteessä yleisimmin esiintyvä fenolinen happo kun taas kanelihappojohdannainen 
ferulahappo (kuva 17) on maltaassa yleisimmin esiintyvä fenolinen happo (Briggs ym. 
2004). 
 
Kuva 17. Vanilliini on vierteessä yleisimmin esiintyvä fenolinen happo kun taas 
ferulahappoa esiintyy eniten maltaassa (Briggs ym. 2004). 
 
Ohran antioksidatiivisten yhdisteiden toimintamekanismeja on kartoitettu kolmen 
menetelmän avulla (Goupy ym. 1999). Radikaalinsieppauskykyä on tutkittu vakaan 
radikaalin, DPPH:n (2,2-difenyyli-1-pikryylihydratsyyli), avulla. Lisäksi on tutkittu 
lipoksygenaasin inhibointikykyä sekä kykyä estää ?-karoteenin ja linolihapon 
yhteishapettuminen. Flavanolit ovat vahvoja radikaalisieppareita, mutta toimivat myös 
muilla mekanismeilla. Fenoliset hapot estävät lähinnä ?-karoteenin ja linolihapon 
hapettumista mitä myös tokoferolit tekevät voimakkaasti. Tokoferolit inhiboivat myös 
lipoksygenaasia ja toimivat radikaalisieppareina (taulukko 4). 
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Taulukko 4. Ohrassa esiintyvien antioksidanttien toimintamekanismit (muokattu Goupy 
ym. 1999). 
  Radikaalinsieppauskyky Yhteishapettumisen-  Lipoksygenaasi-  
Yhdiste (?l-1 uutetta) esto (%) aktiivisuuden esto (%) 
(+)-Katekiini 0,59 48,5 32,2 
(-)-Epikatekiini 0,60 16,4 24,8 
(-)-Epigallokatekiini 0,67 26,5 51,5 
Prosyanidiini B3 0,88 55,1 46,8 
Prodelfinidiini B3 1,04 56,9 52,3 
Prosyanidiini C2 0,98 65,5 65,4 
Ferulahappo 0,34 31,2 2,9 
Vanilliini  Ta 12,0 10,8 
?-Tokoferoli 0,30 92,9 49,1 
?-Tokoferoli 0,28 94,9 63,9 
?-Tokoferoli 0,31 92,8 55,2 
Zeaksantiini  Ta  Ta 2,4 
Luteiini  Ta  Ta 6,3 
Ta Ei tunnistettavissa 
 
 
2.3.2 Oluen antioksidatiiviset yhdisteet. 
Noin 80 % oluen sisältämistä antioksidatiivisista yhdisteistä on peräisin ohrasta (Goupy 
ym. 1999) ja loput 20 % ovat peräisin humalasta (Zhao ym. 2008). Antioksidatiivisten 
yhdisteiden muutokset mallastuksessa on hyvin lajikeriippuvainen ilmiö (Goupy ym. 1999). 
Fenolisten yhdisteiden määrä laskee mallastuksessa kautta linjan, mutta flavanolit ovat 
erityisen herkkiä tässä suhteessa. Niiden määrä laskee mallastuksessa 62-87 %. 
Monomeeriset flavanolit ovat kaikkein herkimpiä, niistä noin 80 % hajoaa. Mitä enemmän 
flavanolit ovat polymerisoituneet sen paremmin ne kestävät mallastuksen. Fenolisista 
hapoista 35-78 % hajoaa. Karotenoidit käyttäytyvät hyvin erilailla ohran lajikkeesta 
riippuen. Joillain lajikkeilla mallastuksessa tapahtuva hävikki voi olla jopa 76 % kun taas 
toisilla lajikkeilla karotenoidien kokonaismäärä saattaa jopa kasvaa. 
Maltaan polyfenoleista osa liukenee ja osa hajoaa vielä mäskäyksen aikana johtuen lähinnä 
peroksidaasin katalysoimasta hapettumisesta (Briggs ym. 2004). Vierteen polyfenolisisältö 
riippuu paljolti siitä, kuinka voimakkaasti mallas on paahdettu, kuinka paljon happea on 
käytettävissä mäskäyksessä ja siitä kuinka mäskäys toteutetaan. Mäskäys korkeissa 
lämpötiloissa nostaa polyfenolien määrää. 
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Antioksidatiivisten yhdisteiden vaikutus oluen laatuun 
Yleisesti ottaen antioksidantteja pidetään merkittävänä tekijänä oluen maun pysyvyyden 
kannalta, koska ne pysyvät estämään hapettumisreaktioita ja hapettumiseen johtavia 
radikaalireaktioita (Zhao ym. 2008). Antioksidanttien merkityksen laajuus oluen laadussa 
on kuitenkin kiistanalainen aihe (Briggs ym. 2004; McMurrough ja Madigan 1996). 
Maltaasta peräisin olevien fenolisten yhdisteiden kuitenkin tiedetään vaikuttavan oluen 
väriin, astringoiviin ominaisuuksiin, sameuteen ja oluen makuun. 
Kun fenolisiin yhdisteisiin liittyy happea ne polymerisoituvat muodostaen punertavan 
ruskeita yhdisteitä (Briggs ym. 2004). Jotkin fenoliset yhdisteet toimivat myös tanniineina 
eli ne sitoutuvat proteiineihin ja saattavat aiheuttaa saostumia. Antosyaaneja pidetään 
maltaan pääasiallisina tanniineina, joiden pitäisi vaikuttaa myös oluen astringoiviin 
ominaisuuksiin. Kuitenkin kun antosyaanit poistetaan oluesta esimerkiksi käyttämällä 
valmistukseen ohraa ja humalaa, joissa niitä ei esiinny, ei makueroa tavallisen olueen ole 
havaittavissa. 
Oluen panemisen aikana tapahtuva fenolien ja proteiinien vuorovaikutus on kuitenkin 
erittäin merkittävä lopputuotteen kannalta (Briggs ym. 2004). Esimerkiksi mallastetussa 
durrassa on niin paljon fenolisia tanniineja, että mäskäyksessä monien entsyymien toiminta 
estyy kokonaan. Mäskissä ja vierteessä fenoliset taniinit jakautuvat niin, että osa on 
vapaana liuoksessa, osa on sitoutuneena liukoisiin proteiineihin ja osa liukenemattomiin 
proteiineihin. Nämä sidokset voivat olla väliaikaisia, mikä johtaa sameuteen 
jäähdytettäessä tai jopa pysyviä, mikä johtaa tuotteen pysyvään sameuteen. 
Kasviperäiset fenoliset yhdisteet estävät lipoksygenaasin toimintaa ja ei-entsymaattista 
lipidien hapettumista (Goupy ym. 1999). Lipoksygenaasi on päätekijä vierteen 
valmistuksessa tapahtuvan lipidien hapettumisen alkamisessa. Tämä hapettuminen johtaa 
oluen varastoinnissa ilmenevään pahvimaiseen sivumakuun. Flavanolit, jotka ovat 
määrällisesti suurin antioksidanttien ryhmä ohrassa ja maltaassa, reagoivat 
lipidiradikaalien kanssa muodostaen vakaita yhdisteitä hidastaen täten pahvimaisen 
sivumaun ilmenemistä. Oluenvalmistuksessa voidaankin käyttää lisättyjä antioksidantteja, 
kuten askorbiinihappoa, pidentämään oluen käyttöikää (Zhao ym. 2008). 
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2.4 Kelaatit 
Kelaatio on sidosten tai muiden liitosvoimien muodostumista tai olemassaoloa kahden tai 
useamman erillisen, samassa ligandissa sijaitsevan liitoskohdan ja yksittäisen 
keskusatomin välillä (Muller 1994). Kelaatioon osallistuvaa molekyyliä (ligandia) 
kutsutaan kelaatiksi. Hyvin usein kelaatiosta puhuttaessa kyse on reaktiosta, jossa 
keskusatomina toimii metalli. Kelaatin ja keskusatomin suhde on hyvin riippuvainen 
kelaatissa sidoksen muodostavista atomeista (Welch ym. 2002). Happi, typpi ja rikki ovat 
yleisimmät metalleja sitovat atomit. Kun keskusatomina on rauta, happi pyrkii sitoutumaan 
Fe3+ atomien kanssa ja typpi sekä rikki Fe2+ atomien kanssa. Kelaatiosta hyvänä 
esimerkkinä voidaan pitää etyleenidiamiinin ja kuparin välistä kompleksia, jossa 
molemmat typet ovat sitoutuneena kupariin (kuva 18) (Muller 1994). 
 
Kuva 18. Etyleenidiamiinikelaatin ja kuparin kelaatio  
 
2.4.1 Kelaattien vaikutus metallikatalysoiduissa hapetusreaktioissa 
Kelaattien vaikutus metallikatalysoituihin hapetusreaktioihin ei ole yksiselitteinen asia. 
Kuten kappaleessa 2.2.1 todettiin, yksi iso tekijä näissä hapetusreaktioissa on radikaalien 
tuoton reaktiokeskuksena toimivan metallin läheisyys hapettuvaan makromolekyyliin. 
Kelaatit kuitenkin sitoutuvat metalleihin ja estävät täten niiden sitoutumisen hapettuvan 
molekyyliin läheisyyteen. 
Se mitä tästä seuraa on kuitenkin hyvin riippuvainen siitä mistä kelaatista, metallista ja 
hapettumisen substraattina toimivasta molekyylistä on kyse (Madurawe ym. 1997). 
Kelaatti saattaa suojella makromolekyyliä hyvinkin tehokkaasti kuten esimerkiksi 
etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA) tekee kun radikaalien tuoton reaktiokeskuksena 
toimii kupari (kuva 19). Vain muutama prosentti hapettuvina makromolekyyleinä 
käytetyistä entsyymeistä, laktaattidehydrogenaaseista (LDH), menetti 50 minuutissa 
toimintakykynsä kun hapetusjärjestelmä sisälsi EDTA:a. Samassa järjestelmässä fytaatti ei 
kuitenkaan suojele LDH:ta, joka menettää jo kymmenessä minuutissa 80 % 
toimintakyvystään. Jos järjestelmän reaktiokeskuksena toimii kuparin sijaan rauta, 
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substraatti ei hapetu yhtä voimakkaasti (kuva 20). Lisäksi EDTA menettää osan suojaavista 
ominaisuuksistaan ja sitä käytettäessä LDH:n toiminta laskee 50 minuutissa yli 20 % 
tehottomammasta hapettumisesta huolimatta. 
 
Kuva 19. Laktaattidehydrogenaasin toimintakyvyn muutos radikaalihapettumisen johdosta 
järjestelmässä, jossa kupari toimii radikaalinmuodostuksen reaktiokeskuksena. (?) EDTA; 
(O) fytaatti; (?) ei kelaattia (muokattu Madurawe ym. 1997). 
 
Kuva 20. Laktaattidehydrogenaasin toimintakyvyn muutos radikaalihapettumisen johdosta 
järjestelmässä, jossa rauta toimii radikaalinmuodostuksen reaktiokeskuksena. (?) EDTA; 
(O) fytaatti; (?) ei kelaattia (muokattu Madurawe ym. 1997). 
 
Kelaatti saattaa myös vaikuttaa radikaalinmuodostusreaktioon (Madurawe ym. 1997).   
Vaikka reaktiokeskuksena toimiva metalli on sitoutuneena kelaattiin se voi silti tuottaa 
radikaaleja. Kelaattiin sitoutuminen saattaa itse asiassa kiihdyttää 
radikaalinmuodostusreaktiota huomattavasti. Kuvassa 21 on esitetty radikaalinmuodostus 
rautakeskeisessä reaktiossa. Fytaatti ei vaikuta järjestelmän radikaalinmuodostukseen 
mainittavasti, mutta EDTA:n läsnäollessa järjestelmä muodostaa yli nelinkertaisen määrän 
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radikaaleja kelaatittomaan järjestelmään nähden. Myös radikaalinmuodostusreaktion 
nopeus kasvaa huomattavasti. Tämä ei kuitenkaan välttämättä johda makromolekyylin 
hapettumisen kasvuun kuten nähtiin kuvasta 20. 
 
Kuva 21. Hydroksyyliradikaalien muodostuminen järjestelmässä, jonka reaktiokeskuksena 
toimii rauta. (?) EDTA; (O) Fytaatti; (?) ei kelaattia (muokattu Madurawe ym. 1997). 
 
On myös huomioitavaa, että vaikka rauta-EDTA järjestelmässä radikaalinmuodostus 
loppuu 25 minuutin jälkeen, LDH:n toiminnan heikkeneminen jatkuu vielä 80 minuutin 
jälkeen (Madurawe ym. 1997).  Tästä voidaan päätellä, että hydroksyyliradikaalien 
aloittama substraatin vahingoittuminen johtaa muihin entsyymin toimintaa haittaaviin 
ilmiöihin, kuten konformaatiomuutoksiin. 
Kelaatit voivat myös katalysoida metallikatalysoituja radikaalihapetusreaktioita (Frankel 
ym. 2002). Esimerkiksi kalaöljyemulsiota hapetettaessa rautaan perustuvassa 
järjestelmässä EDTA:n lisääminen järjestelmään voi vaikuttaa kahdella tavalla. Jos rautaa 
ja kelaattia on moolimääräisesti saman verran, tai kelaattia on rautaa vähemmän, kiihtyy 
hapetusreaktio huomattavasti. Jos kelaattia on moolimääräisesti rautaa enemmän, se 
inhiboi hapetusreaktiota (taulukko 5). 
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Taulukko 5. Raudan ja EDTA:n vaikutus öljyä vedessä emulsioiden hapettumisessa 
muodostuvan peroksidin määrään (Frankel ym. 2002). 
Emulgoitu öljy Peroksidin määrä (mequiv/kg)* 
    Aika (h)     
  18 24 42 48 72 
Kala-2 22,9 36,1 45,6 91,3 132,4 
 + 100 ?M Fe 37,4 49,8 59,6 108,5 157,1 
 + 200 ?M Fe 61,3 60,8 64,2 126,6 181,2 
 + 100 ?M EDTA 0,5 0 0 0,9 5,3 
 + 100 ?M Fe + 100 ?M EDTA 27,5 54,6 70 168,9 246,3 
 + 200 ?M Fe + 100 ?M EDTA 74,7 86,8 76,9 247,2 296,4 
Makrilli 14,7 21,6 41,7 52,1 203,6 
 + 100 ?M Fe 32,1 32,5 61,2 62,8 234,3 
 + 100 ?M EDTA 0 0,2 1 1 2,9 
 + 100 ?M Fe + 100 ?M EDTA 39,2 61,3 84,5 253 327,7 
 + 50 ?M Fe + 100 ?M EDTA 1,9 2,9 5,9 6,2 13,2 
 + 25 ?M Fe + 100 ?M EDTA 0,1 1 2,9 2,9 7 
* Peroksidin määrä kuvaa substraatin hapettumisen etenemistä 
 
Fytaatti 
Fytiinihappo on muun muassa viljoissa ja palkokasveissa fosforivarastona esiintyvä 
molekyyli. (Delcour ja Hoseney 2010; Shi ym. 2004) Se koostuu myo-inositoli renkaasta, 
johon on kiinnittyneenä kuusi fosfaattiryhmää (kuva 22). Fytaatilla tarkoitetaan 
fytiinihapon anionista muotoa, joka kelatoi yhdenarvoisia ja kanhdenarvoisia kationeita, 
kuten kalsiumia, magnesiumia, kuparia ja rautaa. Neutraalissa pH:ssa fytaatti dissosioituu 
osittain muodostaen fosfaattiryhmiin yhden tai kaksi negatiivisesti varautunutta 
happiatomia (kuva 22). Fytaatille optimaaliset olosuhteet ovat pH alueella 4,0-7,5 ja 
lämpötilassa 45-60 °C. Fytaatin negatiivisesti varautuneet happiatomit sitoutuvat 
kationisiin metalleihin muodostaen kompleksiyhdisteitä. Nämä sidokset voivat muodostua 
saman molekyylin sisällä, mutta myös eri fytaattimolekyylien fosfaattiryhmien välillä 
(kuva 22). 
34 
 
 
Kuva 22. Fytaatin rakenne, sen fosfaattiryhmien varauksellisuus ja metallikationeiden 
sitoutuminen fosfaattiryhmiin  (Delcour ja Hoseney 2010; Shi ym. 2004 ). 
 
Fytaatti on erityisen tehokas estämään raudan aiheuttamia radikaalihapetusreaktiota (Shi 
ym. 2004). Tämä johtuu ensinnäkin fytaatin kyvystä tehdä rauta katalyyttisesti inertiksi. 
Toisekseen fytaatti pysäyttää raudan redoxkierron. Kuvat 20 ja 21 todentavat hyvin 
fytaatin suojaavan vaikutuksen rautaan perustuvassa radikaalihapetusjärjestelmässä. 
Fytaatin rautaspesifisyys ilmenee kuvasta 19; sen suojaava vaikutus on mitätön kupariin 
perustuvassa järjestelmässä. 
 
Sitruunahappo 
Sitruunahappo (kuva 23) on elintarviketeollisuudessa määrällisesti eniten lisäaineena 
käytetty orgaaninen happo (Meyer ym. 2002). Se on heikko orgaaninen happo, joka ei 
dissosioidu täysin monien elintarvikkeiden olosuhteita vastaavalla pH alueella 5-7. 
Sitruunahappoa käytetään antioksidanttina sen kelaatio-ominaisuuksien vuoksi, lisäksi sillä 
on todettu antioksidatiivista yhteisvaikutusta askorbiinihapon ja tokoferolien kanssa. 
Sitruunahappo kelatoi esimerkiksi kuparia. 
35 
 
  
Kuva 23. Sitruunahappo on muun muassa kuparia kelatoiva orgaaninen happo (Meyer ym. 
2002). 
 
Etyleenidiamiinitetraetikkahappo, EDTA 
Etyleenidiamiinitetraetikkahappo ja sen yleisesti käytetty dinatriumsuola (kuva 24) ovat 
kahdenarvoisia katioineita voimakkaasti kelatoivia yhdisteitä (Cammack ym. 2006). EDTA 
pystyy sitomaan itseensä yhdestä neljään metallikationia (Lewis 2007). EDTA:n vaikutus 
metallikatalysoidussa hapetusreaktiossa riippuu kelaatin ja hapetuksen reaktiokeskuksena 
toimivan metallin määrien suhteesta (Frankel ym. 2002). EDTA voi vaikuttaa 
hapetusreaktioon ainakin kahdella tavalla. Kun kelaattia on saman verran tai vähemmän 
kuin metallia voi EDTA katalysoida hapetusreaktiota, jos kelaattia on enemmän kuin 
metallia se inhiboi hapetusreaktiota (taulukko 5). 
 
Kuva 24. Etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA) ja sen dinatriumsuola ovat 
kahdenarvoisia kationeita voimakkaasti kelatoivia yhdisteitä (Cammack ym, 2006). 
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2.5 ACE -inhibitio 
2.5.1 Angiotensiinikonvertaasientsyymi 
ACE, eli angiotensiinikonvertaasientsyymi (Angiotensin I converting enzyme, EC 3.4.15.1) 
on entsyymi, jota esiintyy monissa kehon kudoksissa kuten aivoissa, keuhkoissa, maksassa 
ja jopa istukassa sekä napanuorassa (Murray ja FitzGerald 2007). ACE:ä on ihmiskehossa 
kahta päätyyppiä: somaattinen ACE (sACE) ja germinaalinen ACE (gACE) (Guang ja 
Phillips 2009). Germinaalista ACE:ä esiintyy vain kiveksissä. 
ACE liittyy moniin kehon toimintoihin, mutta sen pääasiallinen tehtävä on verenpaineen 
hallinta (Murray ja FitzGerald 2007; Bènèteau-Burnat ja Baudin 1991; Meisel ym. 2006). 
ACE tuottaa verisuonia supistavia peptidejä angiotensiini II ja angiotensiini III, tämän 
lisäksi se pilkkoo verisuonia laajentavaa peptidiä, bradykiniinia. ACE toimii peptidyyli-
dipeptidaasina hydrolysoidessaan substraatteja, kuten angiotensiini I, eli se katkaisee 
yhden tai useamman dipeptidin substraatin karboksyylipäästä.  
ACE on metalloproteaasi, jonka aktiivinen kohta koostuu kahteen histidiiniin ja 
glutamaattiin sitoutuneesta sinkistä (Guang ja Phillips 2009). Sinkin kanssa 
kompleksiyhdisteen muodostava aktiivinen vesimolekyyli reagoi nukleofiilisesti 
hydrolysoitavan peptidisidoksen karbonyylihiilen kanssa katkaisten peptidisidoksen.  
Somattinen ACE on muodoltaan elliptinen ja sen keskellä kulkeva lovi jakaa entsyymin 
kahteen homologiseen domeeniin, jotka ovat N- ja C-domeeni (kuva 25) (Murray ja 
FitzGerald 2007; Guang ja Phillips 2009). Molemmissa domeeneissa on aktiivinen kohta, 
joka sijaitsee lovessa entsyymin keskellä. N-domeeni muodostaa loven ylle kansimaisen 
rakenteen, joka estää suuria molekyyleja pääsemästä aktiivisten kohtien läheisyyteen. C-
domeenin aktiivisen kohdan katalyyttinen toiminta on riippuvaisempi kloridi-
ionikonsentraatiosta. Sen aktiivisen kohdan optimaalinen kloridi-ionikonsentraatio on noin 
300 mM kun taas N-domeenin on vain 50-100 mM. Optimaalisen konsentraation ylittävä 
kloridi inhiboi N-domeenin aktiivisen kohdan toimintaa, mutta optimaalisen 
konsentraation alittava kloridi vain hidastaa sitä (Guang ja Phillips 2009). 
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Kuva 25. Somaattisen ACE:n rakenne. Molempien domeenien aktiiviset alueet sijaitsevat 
lovessa entsyymin keskellä. N-domeenin muodostama kansi estää suuria molekyylejä 
pääsemästä aktiivisten kohtien läheisyyteen (Murray ja FitzGerald 2007). 
 
C-domeenin aktiivinen kohta on tärkeämpi verenpaineen hallinnan kannalta, sillä se 
muodostaa angiotensiini II:ta tehokkaammin kuin N-domeenin aktiivinen kohta (Murray ja 
FitzGerald 2007; Natesh 2003). Aktiiviset kohdat ovat yhtä tehokkaita pilkkomaan 
bradykiniinia (Guang ja Phillips 2009; Natesh 2003). 
Käytettäessä ACE:ä tutkimustarkoitukseen sen aktiivisuus täytyy aina tarkastaa 
luotettavien tulosten aikaansaamiseksi, koska jokainen erä ACE:ä on erilainen (Butterly ja 
Stuart 1993). 
 
2.5.2 ACE -inhibitiopeptidit 
Entsyymi-inhibitioon liittyvä käsite IC50 tarkoittaa inhibiittorikonsentraatiota, jossa 
entsyymin toimintapotentiaalista inhiboituu 50 % (Arihara ym 2001). Esimerkkejä ACE -
inhibiittoreiden IC50 arvoista taulukossa 6. 
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Taulukko 6. Esimerkkejä ACE -inhibiittoreiden IC50 arvoista.  IC50 = 
inhibiittorikonsentraatio, jossa entsyymin toimintapotentiaalista inhiboituu 50 %. 
Aminohappoketjut kursivoitu. 
Inhibiittori IC50 (µM) 
IC50 
(µg/ml) Lähde 
Tattariproteiinihydrolysaatti 140 Li ym. 2002 
Sardiininlihashydrolysaatti 15 Li ym. 2002 
Gluteenihydrolysaatti 29 Huang 2011 
ELEIVMASPP 190 Rizzello ym. 2008 
DIIIPD 540 Rizzello ym. 2008 
MNP 66,6 Arihara ym. 2001 
ITT 678,5 Arihara ym. 2001 
Kaptopriili 7,5*10-4-10-2 0,0015 De Leo ym. 2009; 
      Vermeirssen ym. 2002 
 
Kaptopriili on yksi ensimmäisistä ja vieläkin yleisessä käytössä olevista verenpainetta 
alentavista lääkkeistä (De Leo ym. 2009). Vaikka kaptopriilin IC50 yleisesti ottaen on tuhat 
kertaa alhaisempi kuin elintarvikkeista valmistettujen ACE -inhibitiivisten peptidien, ei sen 
verenpainetta alentava vaikutus kuitenkaan ole mainittavasti parempi. 
Bioaktiiviset peptidit ovat yleensä 3-20 aminohapon pituisia ja niillä on monesti useita eri 
vaikutuksia (De Leo ym. 2009). Esimerkiksi eräs ?-kaseiinista vapautettava peptidi 
vaikuttaa kolmella tavalla: immunostimulanttisesti, opioidisesti ja ACE -inhibitiivisesti. 
ACE -inhibiittorit ovat ensimmäinen hoito muunmuassa korkeaan verenpaineeseen ja 
sydämen toimintahäiriöihin (Natesh ym. 2003). ACE:ä voidaan inhiboida esimerkiksi 
kelaateilla (Cushman ja Ondetti 1999), mutta se voidaan inaktivoida myös tukkimalla sen 
aktiivinen kohta selektiivisellä inhibiittorilla (Loponen 2004). Synteettiset ACE -
inhibiittorit ovatkin laajassa käytössä korkean verenpaineen hoidossa. Niillä on kuitenkin 
sivuvaikutuksia, joihin kuuluu muun muassa yskä, väsymys, päänsärky ja pahoinvointi (De 
Leo ym. 2009).   
Synteettisten aineiden lisäksi myös tietyt peptidit voivat rakenteestaan riippuen sitoutua 
ACE:n aktiiviseen kohtaan ja inhiboida sen toimintaa (Loponen 2004). Synteettisten 
aineiden sivuvaikutusten takia peptidit ovat suuri kiinnostuksen kohde korkean 
verenpaineen hoidossa (De Leo ym. 2009). Nämä peptidit voivat olla peräisin esimerkiksi 
elintarvikkeiden proteiineista kun ne pilkkoutuvat ruoansulatuksessa tai niitä käsitellään 
elintarvikkeen valmistuksessa (Loponen 2004). Jotkin bioaktiiviset peptidit toimivat 
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paikallisesti ruoansulatuksessa ja toiset taas imeytyvät verenkiertoon ja vaikuttavat koko 
elimistöön (De Leo ym. 2009). 
Jotta suun kautta otetun ACE -inhibiittorin aktiivisuus säilyy, täytyy sen olla 
ruoansulatusentsyymeille vastustuskykyinen sekä pystyä imeytymään verenkiertoon (Ruiz 
ym. 2004; Loponen 2004). Pienet peptidit, kuten di- ja tripeptidit imeytyvät isoja peptidejä 
paremmin. Ruoansulatuksesta johtuen peptidit, joilla on voimakasta ACE -
inhibitioaktiivisuutta in vitro -kokeissa voivat menettää aktiivisuutensa siirryttäessä in vivo 
-kokeisiin. Tämä pätee myös toisin päin.   
Peptidin karboksyylipään kolme viimeistä aminohappoa ovat merkitsevässä roolissa 
peptidin sitoutuessa ACE:iin (Ruiz ym. 2004). Proliinin, tyrosiinin tai tryptofaanin 
esiintyminen peptidin karboksyylipäässä voidaan liittää korkeaan ACE -
inhibitioaktiivisuuteen (Kohmura ym. 1989; De Leo ym. 2009), mutta karboksyylipään 
toiseksi viimeisen aminohapon ollessa proliini, peptidin inhibitioaktiivisuus on heikko 
(Ruiz ym. 2004). Proliinin ylivertaisuus karboksyylipään viimeisenä aminohappona saattaa 
johtua sen jäykästä rengasrakenteesta, joka voi lukita reagoivan karboksyyliryhmän 
suotuisaan konformaatioon entsyymin aktiivisen kohdan kanssa. Myös leusiinin 
esiintyminen peptidin karboksyylipäässä voidaan liittää korkeaan ACE -
inhibitioaktiivisuuteen. Hydrofobiset aminohapot joilla on alifaattinen sivuketju, kuten 
glysiini, isoleusiini ja valiini, esiintyvät usein ACE -inhibitiivisten peptidien aminopäässä 
(De Leo ym. 2009). Peptidin aminohappojärjestys on merkitsevämpi inhibitioaktiivisuuden 
kannalta kuin peptidin koko. 
ACE -aktiivisuutta inhiboivia peptidejä on saatu vapautettua kasveista, kuten maissista ja 
rypsistä sekä eläinperäisistä lähteistä, kuten maidosta kananmunista ja kalasta (De Leo ym. 
2009). Viljojen prolamiinit, kuten hordeiini, sisältävät rakenteessaan runsaasti peptidejä, 
joilla on mahdollisesti ACE -inhibitioaktiivisuutta jos kyseiset aminohapposekvenssit vain 
saadaan jotenkin vapautettua proteiinin rakenteesta (Loponen 2004; Hu ym. 2011) 
(taulukko 7). 
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Taulukko 7. Hordeiinien aminohapporakenteiden sisältämiä ACE -inhibitioaktiivisia 
peptidejä. IC50=Pitoisuus, jossa aine inhiboi 50 % ACE -aktiivisuudesta (Loponen, 2004). 
Aminohappoketjut kursivoitu. 
Peptidi IC50 ?M Esiintyminen ohrassa 
FY 3,7 D-hordeiini 
IW 2,0 C-hordeiini 
PR 4,1 C-hordeiini 
VF 9,2 B-hordeiini 
VY 7,1 B-hordeiini 
IRA 6,4 B-hordeiini 
IVY 0,48 B-hordeiini 
LQP 2,0 B-, C-, D- ja ?-hordeiinit 
LRP 0,29-1,0 ?-hordeiini 
VPP 9,0 ?-hordeiini 
VSP 10,0 D-hordeiini 
  
 
2.5.3 Termolysiini 
Termolysiini (EC 3.4.24.4) on hyvin lämpöä sietävä, kalsiumista riippuvainen 
endopeptidaasi (Matthews 1988). Sen moolimassa on noin 34600 g/mol ja se eristetään 
termofiilistä bakteerista Bacillus thermoproteolyticus. 
Rakenteeltaan termolysiini on kaksilohkoinen ja sen aktiivinen kohta sijaitsee lohkojen 
välisessä raossa (Matthews 1988) (kuva 26). Entsyymiin on sitoutuneena neljä 
kalsiumionia, jotka ovat äärimmäisen tärkeitä sen lämmönkestävyyden kannalta, sekä 
sinkki, joka toimii aktiivisen kohdan reaktiokeskuksena (Tajima ym. 1976). 
Termolysiini hydrolysoi peptidisidoksia, jotka ovat lähellä hydrofobisia ja aromaattisia 
aminohappoja kuten isoleusiini, leusiini, fenyylialaniini, tyrosiini ja valiini (Hernàndez-
Ledesma ym. 2006). Koska ACE -inhibitiivisten peptidien karboksyylipäässä on yeensä 
hydrofobisia ja aromaattisia aminohappoja, voidaan termolysiiniä käyttää ACE -
inhibitiivisten peptidien vapauttamiseen. 
Hernàndez-Ledesma ym. (2006) totesivat termolysiinin pilkkovan substraattia nopeammin 
korkeissa lämpötiloissa, kuten 60 °C ja 80 °C, mikä saattaa johtua substraatin 
lämpödenaturatiosta tai entsyymin tehokkaammasta toiminnasta korkeassa lämpötilassa. 
Lisäksi näissä lämpötiloissa vapautetut pienet peptidit olivat ACE -inhibitio-
ominaisuuksiltaan parempia kuin alhaisemmissa lämpötiloissa vapautetut. Taulukko 8 
sisältää esimerkkejä termolysiinillä vapautetuista ACE -inhibitiivisistä peptideistä. 
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Taulukko 8. Esimerkkejä termolysiinillä vapautetuista ACE -inhibitiivisistä peptideistä ja 
niiden inhibitioaktiivisuudet. IC50 on konsentraatio, jossa inhibiittori estää puolet 
entsyymin toiminnasta. Aminohappoketjut kursivoitu. 
Peptidi Hydrolysoitu materiaali IC50 (µM) Lähde 
MKG ?-laktolgobuliini 71,8 Hernàndez-Ledesma ym. 2006 
RL ?-laktolgobuliini 2439 Hernàndez-Ledesma ym. 2006 
VFK ?-laktolgobuliini 1029 Hernàndez-Ledesma ym. 2006 
LDIQK ?-laktolgobuliini 27,6 Hernàndez-Ledesma ym. 2006 
LQKW ?-laktolgobuliini 34,7 Hernàndez-Ledesma ym. 2006 
VSLPEW ?-laktalbumiini 57 Otte ym. 2007 
GVSPEW ?-laktalbumiini 30 Otte ym. 2007 
YGGVSLPEW ?-laktalbumiini 16 Otte ym. 2007 
 
 
Kuva 26. Termolysiinin ?-hiiliselkäranka. Pisteistä muodostuva alue on entsyymin 
aktiiviseen kohtaan kiinnittynyt inhibiittori (Matthews. 1988).   
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3 Kokeellinen tutkimus 
3.1 Kokeellisen tutkimuksen tavoitteet 
Tutkielman kokeellisessa osassa oli kolme pääasiallista tavoitetta. Ensinnäkin 
ohratärkkelyksen tuotantoprosessin proteiinipitoisen sivujakeen proteiineja pyrittiin 
tunnistamaan vaiheittaisella uutolla ja geelielektroforeesilla. Toisekseen haluttiin tietää 
miten proteiinit muokkautuvat metallikatalysoidulla hapetuksella ja onko hapetuksen 
vaikutus erilainen eri proteiinifraktioissa. Lisäksi haluttiin selvittää vapautuuko 
hapetuksella näytemateriaalin proteiineista ACE -inhibitiivisiä peptidejä.  
 
3.2 Materiaalit ja menetelmät 
Kuva 27 esittää työn kokeellisen osuuden kulun. Pakkaskuivatun ohravalkuaisrehun (OVR) 
proteiinipitoisuus määritettiin. OVR:sta uutettiin ensin alkoholiliukoinen fraktio 40 % 1-
propanolilla, minkä jälkeen uutosta jäänyt sakka pestiin 40 % 1-propanolilla. Pesun jälkeen 
sakasta uutettiin pelkistetty fraktio 40 % 1-propanolilla, jossa 1 % DTT. Uutetuista 
näytefraktioista poistettiin alkoholi dialysoimalla ja ne pakkaskuivattiin. Pakkaskuivattuja 
näytteitä käsiteltiin joko metallikatalysoidulla hapetuksella tai entsyymihydrolyysillä, 
minkä jälkeen niissä tapahtuneita muutoksia tutkittiin geelielektroforeesilla (SDS-PAGE) 
tai kokoekskluusiokromatografialla (SE-HPLC). Entsyymihydrolysoitu OVR-näyte 
suodatettiin ja suodatetun hydrolysaatin proteiinipitoisuus ja ACE -inhibitioaktiivisuus 
määritettiin.  
 
Kuva 27. Vuokaavio näytefraktioiden valmistuksesta ja niille tehdyistä analyyseista. 
Näytefraktiot lihavoidulla tekstillä. 
Pakkaskuivattu
OVR 5mg
Hapetus/
Entsyymihydrolyysi
SDS-PAGE/
SE-HPLC
5g
Uutto 50ml 40 %
1-propanoli, 1h
Dialyysi
S
akka
Pesu 50ml 40 %
1-propanoli
Sakka
Uutto 50ml 1 % DTT &
40 % 1-propanoli, 50 °C,
1h Pakkaskuivaus
2mg
Supernatantti,
alkoholiliukoinen
fraktio
Supernatantti,
pelkistetty fraktio
ACE-inhibiitio
aktiivisuus
Proteiinipitoisuus
Suodatus
Proteiini-
pitoisuus
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3.2.1 Näytemateriaali 
Näytemateriaalina käytettiin ohratärkkelyksen tuotantoprosessissa sivujakeena syntyvää 
runsasproteiinista fraktiota, ohravalkuaisrehua (OVR) (Altia oyj, Koskenkorva, Suomi) 
(kuva 28). OVR on käynyt läpi sokeroinnin, fermentaation sekä tislauksen ja lisäksi se 
sisältää myös prosessivesiä. Tästä johtuen OVR sisältää kuitua, liukoista proteiinia, 
tärkkelystä, vettä, mahdollisesti lämmön denaturoimia ohran proteiineja, hiivan 
alkoholikäymisessä tuottamia proteiineja sekä itse hiivan.  
Tuotantoprosessista tullessaan OVR on nestesuspensio, minkä takia se pakkaskuivattiin 
(BW8-85, Helo-Holtes A/S, Allerød, Tanska) ja jauhettiin huhmareella ennen käyttöä. 
Kuivatun OVR:n typpipitoisuus mitattiin Dumas menetelmällä noudattaen AOAC 
standardia 990.03 (Vario MAX CN, Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Saksa). 
Proteiinipitoisuus laskettiin käyttäen typpimuunnoskerrointa 6,25. Lisäksi kuivatusta 
OVR:sta uutettiin erilleen kaksi fraktiota, alkoholiliukoinen sekä pelkistetty fraktio. 
 
Kuva 28. Altian Koskenkorvan tehtaan prosessikaavio. Todellisuudessa OVR ei koostu 
kahdesta jakeesta, joista toinen ohittaa alkoholikäymisen, kuten yksinkertaistettu 
prosessikaavio antaa ymmärtää. Koko OVR on käynyt läpi alkoholin valmistusprosessin ja 
lisäksi se sisältää myös prosessivesiä. 
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3.2.2 Näytefraktioiden valmistus 
Näytefraktiot uutettiin vaiheittaisesti. Ensimmäinen fraktio uutettiin viidestä grammasta 
OVR:a 50 ml:ssa 40 % 1-propanolia. Näytettä uutettiin yksi tunti ravistelussa 50 °C 
lämpöisessä ilmahauteessa (Unimax 1010 ja Inkubator 1000, Heidolph Instruments, 
Schwabach, Saksa). Uuton jälkeen näytettä sentrifugoitiin (16300 g) kymmenen minuuttia 
(Sorvall RC5C, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Supernatantti pipetoitiin uuteen 
astiaan ja sentrifugoitiin uudestaan, minkä jälkeen uusi supernatantti kerättiin talteen 
puhtaaseen astiaan. 
Ensimmäisen fraktion uuton sakka pestiin kertaalleen lisäämällä astiaan 50 ml 40 % 1-
propanolia ja sentrifugoimalla (16300 g) näyte kertaalleen kymmenen minuutin ajan. 
Pesun supernatantti pipetoitiin pois astiasta ja heitettiin pois. 
Toinen fraktio uutettiin ensimmäisen uuton pestystä sakasta liuoksella, jossa oli 1 % 
ditiotreitolia (DTT) ja 40 % 1-propanolia. Uuttoliuos esilämmitettiin pitämällä pulloa 
lämpimässä, juoksevassa vedessä sekä 50 °C lämpöisessä inkubaattorissa. Esilämmitettyä 
uuttoliuosta lisättiin sakan sekaan 50 ml, minkä jälkeen näytettä ravisteltiin 50 °C 
lämpötilassa yksi tunti. Uuton jälkeen näyte sentrifugoitiin kuten aiemmin, supernatantti 
kerättiin uuteen astiaan, sentrifugoitiin uudestaan ja uusi supernatantti kerättiin talteen. 
Uutteet varastoitiin jääkaappiin (noin 4 °C) vuorokaudeksi odottamaan jatkokäsittelyä, tänä 
aikana pelkistetty fraktio sakkautui voimakkaasti. Tätä fraktiota sentrifugoitiin (26700 g) 
10 minuuttia, minkä jälkeen supernatantti kerättiin talteen puhtaaseen astiaan. Sakka 
pestiin kolme kertaa 20 millilitralla deionisoitua vettä. Pesussa vesi lisättiin sakan sekaan, 
astiaa ravisteltiin voimakkaasti ja suspensio sentrifugoitiin kuten edellä. Supernatantti 
pipetoitiin pois pesujen välillä ja hävitettiin. Pesun jälkeen sakasta otettiin sivuun näyte 
lisäanalyyseja varten. 
Uutteista poistettiin alkoholi dialyysilla. Uutteet pipetoitiin noin 30 cm pituisiin, kuivana 
halkaisijaltaan 12,1 mm dialyysiputkiin (Cellu Sep T1 part#5030-19 nominal MWCO 3500, 
Membrane filtration products Inc., Texas, USA), noin 20 ml uutetta yhteen putkeen.  
Putken suut suljettiin ja se laitettiin kolmeen litraan deionisoitua vettä 24 tunniksi. Vesi 
vaihdettiin kolme kertaa tänä aikana ja sitä sekoitettiin jatkuvasti magneettisekoittajalla. 
Dialysoidut näytteet siirrettiin putkista laakeapohjaisille astioille, joilla ne pakastettiin -
80 °C lämpötilassa noin 22 tuntia. Ennen pakastusta pelkistimellä uutettu fraktio ja siitä 
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poistettu sakka yhdistettiin. Jäiset näytteet pakkaskuivattiin viikonlopun yli (noin 72 tuntia). 
Pakkaskuivatut näytteet varastoitiin -20 °C lämpötilassa. 
Pelkistetyn fraktion jääkaappilämpötilassa sakkautuneen osan ja supernatantin ero tutkittiin 
SDS-PAGE:lla (Kappale 3.2.4) (XCell Surelock, Life Technologies, Carlsbad, USA; 
PowerPac 300, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Sakkautuneessa osassa oli 
havaittavasti enemmän suurikokoisia molekyyleja, mutta ero oli niin vähäinen, ettei sitä 
pidetty merkitsevänä (Liite 1). 
 
3.2.3 Metallikatalysoidut hapetusreaktiot ja termolysiinihydrolyysit 
Hapetusreaktioita varten punnittiin (180A, PAG Oerlikon AG, Zurich, Sveitsi) ruskeaan 
2 ml eppendorf putkeen 2 mg pakkaskuivattua proteiiniuutetta tai 5 mg OVR:a, jolloin 
OVR näyte sisälsi myös noin 2 mg proteiinia. Putkeen lisättiin tämän jälkeen yksi millilitra 
0,05 mM kuparisulfaattiliuosta (CuSO4), jonka pH oli 4,5. Näytteet sekoitettiin 
huolellisesti (G560E, Scientific Industries, Inc. New-York, USA) ja pelkistetyn fraktion 
sisältämät paakut hajotettiin puhtaalla spaattelilla. Tämän jälkeen putkiin lisättiin 100 ?l 
100 mM vetyperoksidia (H2O2) radikaalireaktion käynnistämiseksi ja näytteet sekoitettiin 
uudestaan. Kontrolleihin lisättiin vetyperoksidin sijaan deionisoitua vettä. Näyteputkia 
ravisteltiin reaktion ajan. Radikaalireaktio pysäytettiin lisäämällä putkiin 10 ?l 10 mM 
etyleenidiamiinitetraetikkahappoliuosta (EDTA), kontrolleihin lisättiin EDTA:n sijaan 
deionisoitua vettä. 
Näytteet, jotka käsiteltiin proteiineja hydrolysoivalla entsyymillä, termolysiinillä, 
valmistettiin punnitsemalla kirkaaseen 2 ml eppendorf putkeen 2 mg pakkaskuivattua 
proteiiniuutetta tai 5 mg OVR:a, jolloin OVR näyte sisälsi myös noin 2 mg proteiinia. 
Putkeen lisättiin yksi millilitra 0,1 M HEPES (4-(2-hydroksietyyli)-1-
piperatsiinietaanisulfonihappo) puskuria, jonka pH oli 8,0 (H3375-500G, Sigma-Aldrich 
Corp. St Louis, USA). Näytteet sekoitettiin huolellisesti ja pelkistetyn fraktion sisältämät 
paakut hajotettiin puhtaalla spaattelilla. Tämän jälkeen putkiin lisättiin 1 ?l entsyymiliuosta, 
joka sisälsi 0,02 mg termolysiiniä (P1512-100MG, Sigma-Aldrich Corp. St Louis, USA) ja 
putket sekoitettiin taas huolellisesti. Kontrolleihin ei lisätty entsyymiperusliuosta. Putkia 
inkuboitiin lämpöblokissa (QBD2, Grant Instruments Ltd. Cambridge, Englanti) 70 °C 
lämpötilassa hydrolyysin ajan. Hydrolyysin jälkeen entsyymi inaktivoitiin pitämällä putkia 
100 °C lämpötilassa viiden minuutin ajan. Myös kontrollit käytettiin 
inaktivointikäsittelyssä. 
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3.2.4 Geelielektroforeesit 
Natriumlauryylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesinäytteet (SDS-PAGE) 
valmistettiin lisäämällä hapetusreaktion tai hydrolyysin jälkeen putkeen 1 ml SDS 
näytepuskuria, jossa 2 % DTT:a (1,5 % tris-base, 4 % SDS, 25 % glyseroli, 2 M HCl 
kunnes pH=8,5). Näytteitä kuumennettiin 100 °C lämpötilassa 10 minuutin ajan, minkä 
jälkeen niitä sentrifugoitiin (30000 g) viisi minuuttia (Centrifuge 5415C, Eppendorf, 
Hampuri, Saksa). Supernatanttia pipetoitiin 15 kaivon geeleihin 8 ?l/kaivo ja 10 kaivon 
geeleihin 10 ?l/kaivo. 
Osa geelielektroforeesinäytteistä valmistettiin suoraan pakkaskuivaamattomasta uutteesta 
sekoittamalla 50 ?l uutetta ja 50 ?l SDS näytepuskuria, jossa 5 % 2-merkaptoetanolia. 
Ohrajauhosta ja OVR:sta tehtiin myös vertailunäytteitä uuttamalla 500 mg kuivaa näytettä 
500 ?l:lla uuttoliuosta, jossa 250 ?l SDS näytepuskuria, 240 ?l deionisoitua vettä ja 10 ?l 
2-merkaptoetanolia. Näitä poikkeavia näytteitä kuumennettiin 10 minuuttia 100 °C 
lämpötilassa ja sentrifugoitiin (30000 g) viisi minuuttia. Uutenäytteiden supernatanttia 
pipetoitiin 10 kaivon geeliin 20 ?l ja kiinteiden näytteiden supernatanttia 5 ?l. Tällä 
poikkeavalla tavalla valmistetut näytteet mainitaan tekstissä erikseen. 
Ajopuskurina elektroforeesissa käytettiin 1*MOPS (NP0001 MOPS SDS running buffer 
500ml, Life Technologies, Carlsbad, USA) -puskuria. Käytetyt geelit olivat NuPAGE 10 % 
Bis-Tris 1.5mm (15 kaivoa) ja 1.0mm (10 kaivoa) (Life Technologies, Carlsbad, USA). 
Käytetty molekyylipainomarkkeri oli Novex sharp pre-stained protein standard LC5800 
(Life Technologies, Carlsbad, USA). Lisäksi ylempään ajopuskurikammioon lisättiin 
500 ?l NuPAGE antioxidant NP0005 (Life Technologies, Carlsbad, USA) -antioksidanttia. 
Ajo kesti 50 minuuttia ja vakio-olosuhteena käytettiin jännitettä, joka pidettiin 200V:ssa. 
Geelit värjättiin Coomassie -väriliuoksella (20 ml 99,5 % etanolia (Altia oyj, Rajamäki, 
Suomi) jossa 0,5 % Coomassie Brilliant Blue R250 (MP Biomedicals Llc, Illkirch, 
Ranska), 60 ml 12 % trikloorietikkahappoa, 60ml deionisoitu vettä) yön yli, minkä jälkeen 
ylimääräinen väri huuhdottiin pois deionisoidulla vedellä. 
 
 
47 
 
3.2.5 Kokoekskluusio-HPLC 
Korkean erotuskyvyn kokoekskluusio nestekromatografianäytteet (SE-HPLC) valmistettiin 
lisäämällä hapetusreaktion tai hydrolyysin jälkeen putkeen 1 ml uuttopuskuria (1,5 % SDS, 
50 mM Na-fosfaatti pH 6,9), minkä jälkeen näytettä inkuboitiin ravistelussa, 50 °C 
lämpötilassa tunti. Inkubaation jälkeen näytettä sentrifugoitiin (30000 g) (Centrifuge 5415, 
Eppendorf, Hampuri, Saksa) 10 minuuttia. Supernatanttia pipetoitiin puhtaaseen 1,5 ml 
eppendorf putkeen 250 ?l ja siihen sekoitettiin 250 ?l ajopuskuria (0,1 % SDS, 20 % 
asetonitriilia, 50 mM Na-fosfaatti pH 6,9). Näyte sentrifugoitiin kuten edellä, minkä 
jälkeen supernatantti suodatettiin 0,45 ?m nylonmembraanisuodattimella (PALL life 
sciences Acrodisc 13mm syringe filter PN4426T, Pall corporation, New York, USA) 
puhtaaseen 1,5 ml eppendorf putkeen. 
SE-HPLC -analyyseissa käytettiin kahta kolonnia: Superdex 200 10/300 GL ja Superdex 
peptide 10/300 GL. Ensimmäinen kolonni oli tarkoitettu suurikokoisten proteiinien 
erottamiseen ja sen optimaalinen erotusalue oli 10000-600000 g/mol. Toinen kolonni oli 
tarkoitettu pienten peptidien erottamiseen ja sen optimaalinen erotusalue oli 100-
7000 g/mol.  Kolonnit kiinitettiin Waters HPLC laitteistoon, jonka detektori oli UV-VIS 
detektori aallonpituuksilla 190 nm-600 nm (Waters 996 photodiode array detector, Waters 
Corporation, Milford, USA), tuloksia tarkasteltaessa käytettiin aallonpituutta 210 nm, 
koska se on herkkä peptidisidoksille. Näytettä injektoitiin 100 ?l, ajopuskurin 
virtausnopeus oli 0,5 ml/min ja paine laitteistossa noin 15 bar. 
Ajopuskuria valmistettaessa Na-fosfaattiliuos suodatettiin 0,45 ?m 
membraanisuodattimella (Whatman RC55 memrane filter 0,45 ?m ref 10410212, 
Whatman plc, Kent, UK) ja valmista ajopuskuria sonikoitiin (Ultrasonic Cleaner, VWR 
international, Radnor USA) noin kaksi minuuttia ilman poistamiseksi. 
 
3.2.6 ACE -inhibitioaktiivisuuden in vitro määritys 
ACE -inhibitioaktiivisuus tutkittiin vain kaksi tuntia hydrolysoidulla OVR näytteellä. 
Tähän päädyttiin hapetettujen näytteiden pienten peptidien puutteen vuoksi sekä myös siksi, 
että 2 h ja 24 h hydrolysoiduilla näytteillä ei ollut mainittavaa eroa SE-HPLC tulosten 
perusteella. 
Näytemäärä nelinkertaistettiin riittävän koemateriaalin saamiseksi. Näytteet hydrolysoitiin 
15 ml kirkkaissa muoviputkissa. OVR:a punnittiin putkiin 20 mg, minkä jälkeen niihin 
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lisättiin 4 ml HEPES puskuria (pH 8,0). Putket sekoitettiin ja niihin lisättiin 4 ?l 
entsyymiperusliuosta (0,02 mg termolysiini/?l). Putket sekoitettiin uudestaan, minkä 
jälkeen niitä inkuboitiin kaksi tuntia 70 °C lämpötilassa. Entsyymin toiminta pysäytettiin 
lämmittämällä putkia 100 °C:ssa viisi minuuttia. 
Hydrolysaateista suodatettiin suuret molekyylit pois (Amicon ultra centrifugal filter 
devices MWCO 3000, Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA). Hydrolysaatit 
kaadettiin suodatinputkiin ja putkia sentrifugoitiin (3200 g) (Eppendorf centrifuge 5810R, 
Eppendorf, Hampuri, Saksa) 30 minuuttia 20 °C lämpötilassa. Suodattimet hävitettiin ja 
suodatetun hydrolysaatin typpipitoisuus määritettiin Dumas -menetelmällä noudattaen 
AOAC standardimenetelmää 990.03 (Vario MAX CN, Elementar Analysensysteme GmbH, 
Hanau, Saksa). Näytteet esikuivattiin yön yli (noin 11h) 60 °C lämpötilassa. HEPES 
puskurikontrolli tutkittiin myös sen sisältämän typen vaikutuksen pois laskemiseksi. 
Näytteiden proteiinipitoisuus laskettiin käyttäen typpimuunnoskerrointa 6,25. 
Suodatettujen hydrolysaattien ACE -inhibitioaktiivisuus määritettiin Vermeirssen ym. 
(2002) kuvaamaa menetelmää sekä Butterlyn ja Stuartin (1993) kuvaamaa menetelmää 
mukaillen. Jäniksen keuhkoista eristetty ACE (A6778 1UN, Sigma-Aldrich Corp. St Louis, 
USA) varastoitiin konsentraatiossa 1 U/200 ?l 0,01 M, pH 7,0 kaliumfosfaattipuskuria 
(5099.0250 K2HPO4,  E.  Merck,  Darmstadt,  Saksa),  jossa  oli  0,5  M NaCl.  Ennen  käyttöä  
ACE -varastolios laimennettiin deionisoidulla vedellä. Jokaisessa mittauksessa käytettiin 
0,02-0,04 U ACE:ä. 
Proteiineja hydrolysoivalla entsyymillä käsitellystä, suodatetusta näytteestä tehtiin 
mittauksia varten laimennossarja deionisoidulla vedellä. 500 ?l laimennettua hydrolysaattia 
ja 100 ?l ACE:ä esi-inkuboitiin UV-kyvetissä 37 °C:ssa (CPS-240A, Shimadzu Corp. 
Kyoto, Japani) kahden minuutin ajan, minkä jälkeen kyvettiin lisättiin 500 ?l 1 mM n-[3-
(2-furyyli)akryloyyli]-l-fenyylialanyyliglysyyliglysiiniä (FAPGG) (F7131-100MG, Sigma-
Aldrich  Corp.  St  Louis,  USA) 160 mM, natriumboraattipuskurissa (pH 8,3), jossa mukana 
600 mM NaCl. Lämpötila pidettiin 37 °C:ssa 10 minuutin ajan ja viimeisen viiden minuutin 
aikana liuoksen absorbanssia seurattiin 340 nm aallonpituudella (UV-1800, Shimadzu 
Corp. Kyoto, Japani). 100 % ACE -aktiviteettikontrolli tehtiin käyttämällä hydrolysaatin 
sijasta deionisoitua vettä.  
ACE -inhibitioaktiivisuus laskettiin seuraavasti: 
ACE -inhibitioaktiivisuus (%)= 100? ( ??näyte
??kontrolli ? 100) 
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IC50 kertoo näytteen konsentraation (wproteiini/v),  jossa  se  inhiboi  50  %  ACE  -
aktiivisuudesta. Näytteiden IC50 arvot määritettiin luomalla kuvaaja ACE -
inhibitioaktiivisuudesta (%) ja laimennettujen näytteiden konsentraation (mg/ml) 
logaritmista. Kuvaajat piirrettiin käyttäen GraphPad Prism tietokoneohjelmaa (GraphPad 
software, San Diego, CA, USA) Marquardt-Levenberg algoritmilla.  
Menetelmän validoimiseksi analysoitiin tunnettu ACE -inhibiittori, kaptopriili (C8856, 
Sigma-Aldrich Corp. St Louis, USA) ja sen IC50 arvoa verrattiin kirjallisuuteen. Analyysia 
varten valmistettiin 11 mM kaptopriililiuos, josta tehtiin laimennossarja deionisoidulla 
vedellä. 100 % ACE -inhibitoaktiivisuuskontrolli tehtiin puhtaalla vedellä.    
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3.3 Tulokset 
Tutkimuksessa käytetyt näytteet olivat pakkaskuivattu ohratärkkelyksen 
valmistusprosessin proteiinipitoinen sivujae ohravalkuaisrehu (OVR), OVR:sta 40 % 1-
propanolilla uutettu alkoholiliukoinen fraktio sekä propanoliuuton sakasta 1 % DTT, 40 % 
1-propanolilla uutettu pelkistetty fraktio. 
3.3.1 Uutettujen fraktioiden proteiinit geelielektroforeesilla 
Ensin uutettujen fraktioiden sisältämät proteiinit pyrittiin tunnistamaan SDS-PAGE:n 
avulla, näytteet valmistettiin materiaaleissa ja menetelmissä kuvatulla poikkeavalla 
menetelmällä (kappale 3.2.4). Alkoholiliukoinen fraktio sisälsi enimmäkseen C-hordeiinin 
kokoisia yksiköitä, jotka ovat kooltaan 55000-70000 g/mol ja pelkistetty fraktio 
monomeerisen B-hordeiinin kokoisia yksiköitä, jotka ovat kooltaan 30000-50000 g/mol 
(Shewry ym. 1985). Suurin osa OVR:n sisältämistä proteiineista oli B-hordeiinin kokoisia 
yksiköitä (kuva 29). Näytemateriaaliin jäi kuitenkin uuton jälkeen vielä proteiineja.  
 
Kuva 29. Uutefraktioiden proteiinit verrattuna OVR:uun ja ohrajauhoon. Näytteet 
valmistettu materiaaleissa ja menetelmissä kuvatulla poikkeavalla menetelmällä. 1= 
molekyylipainomarkkeri, 2= ohrajauho (500mg/500?l uuttoliuos), 3= OVR (500mg/500?l 
uuttoliuos), 4= alkoholiliukoinen fraktio (50?l uute/50?l uuttoliuos), 5= pelkistetty fraktio 
(50?l uute/50?l uuttoliuos), 6= uutoista jäänyt sakka eli kaikki, mikä ei uuttunut käytetyillä 
menetelmillä (500mg/500?l uuttoliuos) 
 
3.3.2 Reaktiokeskuksena toimivan metallin valinta 
Metallikatalysoitujen hapetusreaktioiden reaktiokeskuksena toimiva metalli valittiin 
vertaamalla hapetustuotteita SDS-PAGE:lla. Verrattaessa kuparin ja raudan tehokkuutta 
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havaittiin, että rauta ei aiheuttanut substraateissa mainittavia muutoksia. Kuparin ollessa 
hapetusreaktion keskuksena 24 tunnin hapetuksen jälkeen proteiivyöhykkeet heikkenivät 
huomattavasti (kuva 30). Reaktiokeskukseksi valittiin näiden tulosten perusteella kupari. 
 
Kuva 30. Näytefraktioiden metallikatalysoidut radikaalihapetusreaktiot kahdella eri 
metallilla. Kaikissa reaktioissa substraattia 2mg, metallia 0,05mM, 10mM H2O2, pH 4,5. 
A= pelkistetty fraktio, B= alkoholiliukoinen fraktio, C=  OVR,  joissa  1=  
molekyylipainomerkkeri, 2= kontrolli kuparilla, 3= 2h hapetus kuparilla, 4= 4h hapetus 
kuparilla, 5= 24h hapetus kuparilla, 6= kontrolli raudalla, 7= 2h hapetus raudalla, 8= 4h 
hapetus raudalla, 9= 24h hapetus raudalla. 
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3.3.3 Entsyymi-substraatti -suhteen valinta 
Käytettävä termolysiinin määrä valittiin vertaamalla eri entsyymi-substraatti suhteiden 
reaktiotuotteita SDS-PAGE:lla. Substraatit muokkautuivat kahdessa tunnissa kaikilla 
tutkituilla entsyymimäärillä niin, etteivät ne enää näkyneet geeleissä (kuva 31).  
Analyyseihin valittiin tästä johtuen pienin tutkittu entsyymin määrä 0,02 mg/2 mg 
substraattia. 
 
Kuva 31. Näytefraktioiden termolysiinihyrdolyysit viidellä eri entsyymi-substraatti –
suhteella. Kaikissa reaktioissa 2mg substraattia, pH 8,0, hydrolyysiaika 2h ja lämpötila 
70 °C, inaktivointi 5min. 100 °C. A= Pelkistetty fraktio, B= Alkoholiliukoinen fraktio, C= 
OVR, joissa 1= molekyylipainomarkkeri, 2= kontrolli, 3=1:10,  4= 1:20, 5= 1:40, 6= 1:60, 
7= 1:80, 8= 1:100,  9= entsyymikontrolli (0,1mg termolysiini). 
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3.3.4 Metallikatalysoitujen hapetusreaktioiden ja entsyymihydrolyysien 
reaktiotuotteet geelielektroforeesilla. 
Kaikkien kolmen näytefraktion proteiinien muokkautumista seurattiin ensin SDS-
PAGE:lla. Hapetusreaktioissa ja hydrolyyseissa tutkittiin kolmea aikapistettä, jotka olivat 
0 h, 2 h ja 24 h. Pelkistetyn fraktion proteiinivyöhykkeet heikkenivät huomattavasti jo 
kahdessa tunnissa molemmilla menetelmillä (kuva 32 A). 24 Tunnin jälkeen 
monomeerisen B-hordeiinin kokoiset proteiinit (noin 40 kg/mol) olivat hävinneet geelistä. 
Kaikki näytteet sisälsivät myös materiaalia, joka jäi geelin näytekaivon pohjalle. 
 
Kuva 32. Metallikatalysoitujen hapetusreaktioiden (2mg substraatti, 0,05mM Cu, 10mM 
H2O2, pH=4,5) ja entsyymihydrolyysien (2mg substraatti, 20?g termolysiini, 70 °C, 
pH=8,0) reaktiotuotteet. 0h näytteissä reagenssit korvattu vedellä. A= pelkistetty fraktio, 
B= alkoholiliukoinen fraktio, C= OVR. 1= molekyylipainomarkkeri, 2= entsyymikontrolli 
(0,02mg/2ml), 3= 0h hapetus, 4= 0h hydrolyysi, 5= 2h hapetus, 6= 2h hydrolyysi, 7= 24h 
hapetus, 8= 24h hydrolyysi. 
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Alkoholiliukoinen fraktio käyttäytyi muuten samalla lailla pelkistimellä uutetun fraktion 
kanssa, mutta sen metallikatalysoitu hapettuminen oli hitaampaa. Alkoholiliukoisen 
fraktion proteiineihin tuli vain juuri havaittavissa olevia muutoksia kahdessa tunnissa 
(kuva 32 B). Vain 24 h hapetetun näytteen näytekaivon pohjalle jäi materiaalia. Vaikka 
vain 40 % OVR:sta on proteiinia ja loppu on muuta materiaalia kuten esimerkiksi kuitua, 
metallikatalysoitu hapetus hävitti proteiinivyöhykkeet yllättävän tehokkaasti (kuva 32 C). 
Oletuksena oli, että vaikka hapetuksen reaktiokeskuksena toimiva metalli pyrkiikin 
sitoutumaan proteiineihin, OVR:ssa on niin paljon muuta materiaalia, että syntyneet 
radikaalit reagoisivat kaikkien muiden ympärillä olevien yhdisteiden kanssa jättäen 
proteiinin hapettumisen vähäiseksi. Näin ei kuitenkaan käynyt vaan jo kahden tunnin 
hapetuksen jälkeen OVR:n proteiineissa oli havaittavissa muutoksia proteiinivyöhykkeiden 
heikkenemisenä. 24 Tunnin jälkeen kontrollissa vahvasti näkyvät vyöhykkeet hävisivät 
kokonaan. Termolysiini hävitti OVR:n proteiinit jo kahdessa tunnissa niin, etteivät ne 
olleet enää nähtävissä geelissä. Kaikki näytteet sisälsivät myös materiaalia, joka jäi geelin 
näytekaivojen pohjalle vaikka näytteet pelkistettiin geelielektroforeesia varten. 
 
3.3.5 Metallikatalysoitujen hapetusreaktioiden reaktiotuotteet SE-HPLC:lla 
Hapetettuja SE-HPLC -näytteitä valmistettaessa uuttopuskuri liuotti koko näytteen vain 
alkoholiliukoisessa fraktiossa. Muiden näyteputkien pohjalle jäi sakkaa uuton jälkeen. 
Sakkaa oli eniten pelkistetyssä fraktiossa, mutta se oli koostumukseltaan geelimäistä ja 
hyvin kevyttä. OVR:n tapauksessa on otettava huomioon sen sisältämä kuitu ja muut aineet, 
jotka jäävät sakaksi putken pohjalle. Sakasta johtuen SE-HPLC kuvaajat kertovat vain mitä 
liukoissa osassa on tapahtunut.   
OVR:n liukoiset proteiinit olivat kokojakaumaltaan heterogeenisia (kuva 33). Ne sisälsivät 
vähän suuria, pelkistimellä uuttuvia proteiineja, runsaasti pienempiä alkoholiliukoisia 
proteiineja ja suuren joukon vielä näitä pienempiä proteiineja, joiden eluutioajat 
jakautuivat tasaisesti 50-80 minuutin välille.  
OVR:ssa ja siitä uutetuissa fraktioissa voidaan selvästä havaita neljä pääasiallista SE-
HPLC -piikkiä, piikit 1, 2, 3 ja 4. Näistä 1 ja 3 rikastuvat pelkistettyyn fraktioon, kun taas 2 
ja 4 rikastuvat alkoholiliukoiseen fraktioon. Pelkistetty fraktio kuitenkin sisältää kaikki 
neljä piikkiä, mutta alkoholiliukoisesta 1 ja 3 puuttuvat kokonaan. 
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Metallikatalysoidulla hapetuksella käsiteltyjen näytteiden 
kokoekskluusiokromatogrammeissa eluutioajalla 90 oleva suuri piikki oli vetyperoksidista 
johtuva reagenssipiikki (kuvat 35, 37 ja 39). 
 
Kuva 33. Pelkistetty fraktio, alkoholiliukoinen fraktio ja OVR SE-HPLC:lla (kolonnit: 
Superdex 200 10/300 GL ja Superdex peptide 10/300 GL, detektio: Waters 996 UV-VIS 210 nm, 
injektiotilavuus 100 ?l, virtausnopeus 0,5 ml/min, paine noin 15 bar), pH=4,5 ennen uuttoa 
(kappale 2.3.5). Käyristä on havaittavissa neljä pääasiallista piikkiä: 1, 2, 3 ja 4  
 
Hapetuksen seurauksena pelkistetystä fraktiosta hävisi sille ominainen ruskea väri, mutta 
kiinteän materiaalin määrä putken pohjalla pysyi silmämääräisesti samana (kuva 34). 
Pelkistetyn fraktion sakka oli geelimäisessä tilassa ja erittäin kevyttä. Fraktion liukoisessa 
osassa tapahtui kuitenkin selviä muutoksia hapetuksen seurauksena (kuva 35). Suuret 
molekyylit,  eli  SE-HPLC  piikit  1,  2  ja  3  häviävät  piikin  4  hieman  kasvaessa.  
Geelielektroforeesista poiketen 2 h ja 24 h hapetuksien välillä ei ollut mainittavaa eroa. 
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Kuva 34. SE-HPLC uutetut (kappale 2.3.5), pelkistetyn fraktion hapetusnäytteet kolmessa 
aikapisteessä. Geelimäisen sakan rajapinta merkitty punaisella, mustat viivat kuvaavat 
värin voimakkuutta. Näyte menettää hapetuksessa ominaisen ruskean värinsä, mutta 
kiinteän materiaalin tilavuus ei silmämääräisesti tarkasteltuna muutu. 
 
Kuva 35. Pelkistetyn fraktion metallikatalysoidun hapettumisen reaktiotuotteet SE-
HPLC:lla (kolonnit: Superdex 200 10/300 GL ja Superdex peptide 10/300 GL, detektio: Waters 
996 UV-VIS 210 nm, injektiotilavuus 100 ?l, virtausnopeus 0,5 ml/min, paine noin 15 bar) 
kolmessa aikapisteessä: 0h, 2h ja 24h. pH 4,5 ennen uuttoa (kappale 2.3.5). Kontrolli (0h) 
ei sisältänyt reagensseja.   Kuvaajasta on selvästi nähtävissä suurempien molekyylien 
häviäminen pienempien määrän hieman kasvaessa vähän. 2h ja 24h hapetuksilla ei ole 
mainittavaa eroa.  
 
Hapetettu alkoholiliukoinen näytefraktio oli tutkituista näytteistä ainoa, joka liukeni täysin 
SE-HPLC uutossa (kuva 36). Alkoholilla uutetun näytefraktion liukoisen osan sisältämät 
suuret molekyylit, eli SE-HPLC -piikki 2, poistuivat hapetusajan pidentyessä (kuva 37).  
Pienempien molekyylien määrä ei kuitenkaan lisääntynyt. Hapetus ei myöskään 
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vaikuttanut piikkiin 4 millään tavalla. Alkoholiliukoisessa fraktiossa oli selvästi 
havaittavissa ero kahden ja 24 tunnin hapetuksien välillä. 
 
Kuva 36. SE-HPLC uutetut (kappale 2.3.5) alkoholiliukoisen näytefraktion 
hapetusnäytteet kolmessa aikapisteessä. Hapetettu alkoholiliukoinen näytefraktio oli 
tutkituista näytteistä ainoa, joka liukeni täysin SE-HPLC uutossa. 
 
Kuva 37. Alkoholiliukoisen fraktion metallikatalysoidun hapettumisen reaktiotuotteet SE-
HPLC:lla (kolonnit: Superdex 200 10/300 GL ja Superdex peptide 10/300 GL, detektio: Waters 
996 UV-VIS 210 nm, injektiotilavuus 100 ?l, virtausnopeus 0,5 ml/min, paine noin 15 bar) 
kolmessa aikapisteessä: 0h, 2h ja 24h. pH 4,5 ennen uuttoa (kappale 2.3.5). Kontrolli (0h) 
ei sisältänyt reagensseja. Suurikokoisemmat molekyylit (2) häviävät hapettumisajan 
pidentyessä, mutta pienempien molekyylien määrä ei kasva. 2h ja 24h hapetuksilla selvä 
ero. 
 
Myös OVR:n ominainen ruskea väri heikkeni hapetuksen yhteydessä. Kiinteän aineen 
määrä ei kuitenkaan silmämääräisesti arvioituna muuttunut (kuva 38). OVR:n liukoisen 
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osan suurikokoisimmat molekyylit, eli SE-HPLC piikit 1 ja 2, hävisivät hapettumisajan 
pidentyessä. Piikin 4 kasvu oli vielä selkeämpää kuin pelkistetyllä fraktiolla. Tätä 
pienempien molekyylien määrä ei lisääntynyt (kuva 39).  
 
Kuva 38. SE-HPLC uutetut (kappale 2.3.5) OVR hapetusnäytteet kolmessa aikapisteessä. 
OVR:n ominainen ruskea väri heikkenee hapetuksen hapetuksen yhteydessä. Kiinteän 
aineen määrä pienenee hieman, kiinteän aineen rajat merkitty punaisella, mustat viivat 
kuvaavat värin voimakkuutta. 
 
Kuva 39. OVR:n metallikatalysoidun hapettumisen reaktiotuotteet SE-HPLC:lla (kolonnit: 
Superdex 200 10/300 GL ja Superdex peptide 10/300 GL, detektio: Waters 996 UV-VIS 210 nm, 
injektiotilavuus 100 ?l, virtausnopeus 0,5 ml/min, paine noin 15 bar) kolmessa 
aikapisteessä: 0h, 2h ja 24h.  pH 4,5 ennen uuttoa (kappale 2.3.5). Kontrolli (0h) ei 
sisältänyt reagensseja. Suurikokoisimmat molekyylit (1 ja 2) häviävät hapettumisajan 
pidentyessä, piikki 3 kasvaa hieman, mutta sitä pienempien molekyylien määrä ei. 2h ja 
24h hapetuksilla selvä ero. 
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3.3.6 Termolysiinihydrolyysien reaktiotuotteet SE-HPLC:lla 
Termolysiinihydrolyysien korkeammassa pH:ssa SE-HPLC -uutto kykeni liuottamaan 
kokonaan vain alkoholiliukoisen kontrollin. OVR:ssa ja pelkistetyssä fraktiossa sakan 
määrä oli samaa luokkaa, mutta koostumus oli erilainen. OVR:n sakka oli painavaa ja 
pelkistetyn fraktion sakka oli kevyttä ja geelimäistä. 
Termolysiinihydrolyysien korkeammassa pH:ssa OVR:n proteiinit liukenivat huonommin 
kuin hapetuksen alhaisemmassa pH:ssa. OVR:n liukoiset proteiinit jakautuivat täysin 
kahteen keskikokoiseen SE-HPLC -piikkiin 2 ja 4, kaikki pienet proteiinit eluutioajassa 50-
80 minuuttia puuttuivat. Lisäksi piikki 1 oli vain juuri havaittavissa. Pelkistetyssä 
fraktiossa olivat myös liukoisena vain SE-HPLC -piikit 2 ja 4, piikit 1 ja 3 puuttuivat siitä 
tässä pH:ssa täysin. Alkoholiliukoisessa fraktiossa liuenneina olivat SE-HPLC -piikkien 2 
ja  4  lisäksi  ennen  näkemättömät  piikit  5  ja  6.  Piikki  6  oli  kooltaan  täysin  sama  piikin  1  
kanssa, mutta sen voidaan olettaa olevan eri materiaalia. Piikki 5 sijoittui kooltaan piikkien 
6 ja 2 väliin (kuva 40). Termolysiinihydrolysaattien SE-HPLC -kuvaajissa noin 70 
minuutin eluutioajassa näkyvä piikki johtui HEPES puskurista. 
 
Kuva 40. Pelkistetty fraktio, alkoholiliukoinen fraktio ja OVR SE-HPLC:lla (kolonnit: 
Superdex 200 10/300 GL ja Superdex peptide 10/300 GL, detektio: Waters 996 UV-VIS 210 nm, 
injektiotilavuus 100 ?l, virtausnopeus 0,5 ml/min, paine noin 15 bar), pH=8,0 ennen uuttoa 
(kappale 2.3.5). Käyristä on havaittavissa neljä pääasiallista piikkiä: 6, 5, 2 ja 4.  
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Pelkistetyn näytefraktion sakan määrä pieneni hitaasti termolysiinihydrolyysin seurauksena. 
Ero 0 h kontrollin ja 24 h hydrolyysinäytteen välillä oli juuri havaittavissa. 0 h kontrollin ja 
24 h kontrollin sakkojen määrässä ei ollut mainittavaa eroa (kuva 41). Hydrolyysin 
aiheuttamat muutokset pelkistettyyn fraktioon ovat nähtävissä kuvassa 42. Kontrollin 
liukoisesta osasta hävisi SE-HPLC -piikki 2 kokonaan, mutta piikille 4 ei käynyt mitään. 
Sen sijaan näytteen liukenematon osa hajosi suureksi määräksi pieniä yhdisteitä. 2 h ja 
24 h inkubaatioiden välillä ei ole mainittavaa eroa. 24 h lämpökäsittely aiheutti fraktion 
liukoisessa osassa pieniä muutoksia. SE-HPLC -piikki 2 pieneni piikin 4 kasvaessa. 
 
Kuva 41. SE-HPLC uutetut (kappale 2.3.5) pelkistetyt termolysiinihydrolyysinäytteet 
kolmessa aikapisteessä. 24h hydrolyysin jälkeen sakan määrä on pienentynyt. 24h 
kontrollin ja 0h kontrollin sakan määrät olivat silmämääräisesti samat. 
 
Kuva 42. Pelkistetyn fraktion termolysiinihydrolyysin reaktiotuotteet SE-HPLC:lla 
(kolonnit: Superdex 200 10/300 GL ja Superdex peptide 10/300 GL, detektio: Waters 996 UV-
VIS 210 nm, injektiotilavuus 100 ?l, virtausnopeus 0,5 ml/min, paine noin 15 bar) kolmessa 
aikapisteessä: 0h, 2h ja 24h. pH 8,0 ennen uuttoa (kappale 2.3.5). 24h kontrolli ei sisältänyt 
entsyymiä, mutta kävi läpi 24h inkubaation. Kuvaajasta on selvästi nähtävissä suuri määrä 
kooltaan pieniä hajoamistuotteita, jotka ovat peräisin näytteen liukenemattomasta osasta. 
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Kaikista muista näytteistä poiketen lämpökäsittely aiheutti alkoholiliukoisessa fraktiossa 
voimakasta sakkautumista. 0 h kontrollissa ei ollut sakkaa ollenkaan, mutta 24 h 
kontrollissa sakka oli selvästi nähtävissä. Myös hydrolyysinäytteissä oli sakkaa (kuva 43). 
Liukoisen osan suuret molekyylit, eli SE-HPLC -piikit 6, 5 ja 2 pilkkoutuivat 
hydrolyysissa kokonaan. Myös piikki 4 pieneni hieman. Pilkkoutumistuotteina oli runsas 
määrä erikokoisia pienempiä molekyyleja. 2 h ja 24 h inkubaatioiden välillä ei ollut 
mainittavaa eroa. Myös 24 h lämpökäsittely aiheutti suurempien molekyylien häviämisen 
liukoisesta osasta, mutta pienempien molekyylien määrä ei kasvanut (kuva 44). 
 
Kuva 43. SE-HPLC uutetut (kappale 2.3.5) alkoholiliukoiset termolysiinihydrolyysinäytteet 
kolmessa aikapisteessä. Kaikista muista näytteistä poiketen alkoholiliukoisella fraktiolla 24h 
lämpökäsittely aiheutti voimakasta sakkautumista. Myös hydrolyysinäytteissä on sakkaa. 
 
Kuva 44. Alkoholiliukoisen fraktion termolysiinihydrolyysin reaktiotuotteet SE-HPLC:lla 
(kolonnit: Superdex 200 10/300 GL ja Superdex peptide 10/300 GL, detektio: Waters 996 UV-VIS 210 nm, 
injektiotilavuus 100 ?l, virtausnopeus 0,5 ml/min, paine noin 15 bar) kolmessa aikapisteessä: 0h, 
2h ja 24h. pH 8,0 ennen uuttoa (kappale 2.3.5). 24h kontrolli ei sisältänyt entsyymiä, mutta kävi 
läpi 24h inkubaation.   Kuvaajasta on selvästi nähtävissä suurien molekyylien pilkkoutuminen 
pienemmiksi. 
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OVR:n sakan määrä pieneni huomattavasti jo kahden tunnin hydrolyysin jälkeen. 0 h ja 
24 h kontrollien sakkojen määrässä ei ollut mainittavaa eroa (kuva 45). Myös OVR:ssa 
suuret molekyylit, eli SE-HPLC -piikki 2, pilkkoutuivat, mutta muista näytteistä poiketen 
myös piikki 4 pilkkoutui voimakkaasti (kuva 46). Suurien molekyylien pilkkoutuessa 
pieniä ilmestyy tilalle, mutta myös piikin 1 kanssa saman kokoisia liukoisia molekyyleja 
ilmeni hydrolyysissa. Tätä SE-HPLC -piikkiä ei ollut 24 h kontrollissa, joten se ei ole 
lämpökäsittelyn aikaan saama. 2 h ja 24 h inkubaatioissa ei ole mainittavaa eroa. 
Lämpökäsittely aiheutti myös OVR:ssa piikkien 2 ja 4 pienenemistä. 
 
Kuva 45. SE-HPLC uutetut (kappale 2.3.5) OVR termolysiinihydrolyysinäytteet kolmessa 
aikapisteessä. Sakan määrä vähenee huomattavasti hydrolyysin edetessä. 24h kontrollin ja 0h 
kontrollin sakan määrät silmämääräisesti samat. 
 
Kuva 46. OVR:n termolysiinihydrolyysin reaktiotuotteet SE-HPLC:lla (kolonnit: Superdex 200 
10/300 GL ja Superdex peptide 10/300 GL, detektio: Waters 996 UV-VIS 210 nm, injektiotilavuus 100 ?l, 
virtausnopeus 0,5 ml/min, paine noin 15 bar) kolmessa aikapisteessä: 0h, 2h ja 24h. pH 8,0 ennen 
uuttoa (kappale 2.3.5). 24h kontrolli ei sisältänyt entsyymiä, mutta kävi läpi 24h inkubaation.   
Kuvaajasta on selvästi nähtävissä suurien molekyylien pilkkoutuminen pienemmiksi, mutta tämän 
lisäksi entsyymi saa aikaan suurien molekyylien liukenemista. 
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3.3.7 ACE -inhibitioaktiivisuus in vitro 
ACE:n aktiivisuus tarkastettiin vedellä tehdyillä 100 % ACE -aktiivisuusmittauksilla. 
Absorbanssin lasku ensimmäisellä ACE -erällä käytettäessä 0,02 U entsyymiä/reaktio oli 
0,1188 ja toisella erällä käytettäessä 0,04 U entsyymiä/reaktio 0,0613. Entsyymin 
aktiivisuus saadaan kaavalla 
ACE -aktiivisuus (U/L)= ??
???
?
?f
?s ? 1000?? ? 1/? 
jossa ?A on absorbanssin muutos, min on muutoksen viemä aika minuutteina, Vf on 
mittauksen lopullinen tilavuus, Vs on entsyymiliuoksen tilavuus, ?e on substraatin 
(FAPGG) millimolaarinen absorptiokerroin ja d on kyvetin halkaisija (1 cm). 
??ä  1 = 0,11885 ? 1100100 ? 10000,58 = 450 U/L 
??ä  2 = 0,06135 ? 1100100 ? 10000,58 = 232,5 U/L 
Kineettisen ACE -aktiivisuuden lineaarinen alue on 200-480 U/L, joka vastaa 25-40 % 
FAPGG hydrolysoitumista (Buttery ja Stuart 1993). Täten käytetyt määrät entsyymiä 
soveltuivat inhibitioaktiivisuuskokeisiin. Kaptopriilikontrollin (kuva 47) laskettu 
(GraphPad Prism) IC50, eli konsentraatio, jossa se inhiboi 50 % ACE:n kyvystä pilkkoa 
FAPGG:ä, oli 6,55*10-12 M.  
 
Kuva 47. ACE -inhibitio (%) käytettäessä kaptopriilia mittausmenetelmän validoinnissa. 
Kaptopriilin IC50, eli konsentraatio, jossa se inhiboi 50 % ACE:n kyvystä pilkkoa FAPGG:ä, oli 
6,55*10-12 M. 
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Kuva 48. Suodatetun OVR hydrolysaatin ACE -inhibitio (%). Hydrolysaatin IC50, eli 
konsentraatio, jossa se inhiboi 50 % ACE:n kyvystä pilkkoa FAPGG:ä, oli 0,246 mg/ml. (?) 
piste ei ole varsinainen mittaustulos vaan ekstrapoloitu jatkumo kuvaajalle. 8,4 mg/ml 
suurempien konsentraatioiden mittaaminen oli materiaalista johtuen mahdotonta, mutta 
koska 8,4 mg/ml yltää jo 100% inhibitioon on oletettavaa, että myös suuremmat 
konsentraatiot inhiboivat 100% ACE -aktiivisuudesta. 
 
Suodatetun OVR hydrolysaatin (kuva 48) proteiinikonsentraatio oli 0,84 ± 0,06 mg/ml ja 
sen IC50,  eli  konsentraatio,  jossa  se  inhiboi  50  %  ACE:n  kyvystä  pilkkoa  FAPGG:ä,  oli  
0,246 mg/ml. Kuvaajan viimeinen piste (?) ei ole varsinainen mittaustulos vaan kuvaajalle 
ekstrapoloitu jatkumo. 8,4 mg/ml (3,82 mg/ml reaktiossa) suurempien konsentraatioiden 
mittaaminen oli mahdotonta. Jo kyseinen konsentraatio oli voimakkaan värinen, mikä 
aiheutti absorptiossa erittäin suurta vaihtelua. Lisäksi suurempiin konsentraatioihin 
vaadittavan hydrolysaatin määrä olisi niin suuri, että sen valmistaminen olisi 
epäkäytännöllistä. 8,4 mg/ml absorptiokäyrän yleissuuntaus oli kuitenkin tasainen eikä 
laskeva ja sen perusteella saatu inhibitio oli 130 %. Tästä pääteltiin, että kyseinen 
konsentraatio riittää inhiboimaan 100 % ACE -aktiivisuudesta. 
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3.4 Pohdinta 
3.4.1 Fraktioiden uutto ja niiden proteiinit 
Tarkoituksena oli uuttaa ohran prolamiinien rikitön monomeerinen osa ja rikkiä sisältävä 
polymeerinen osa eri fraktioiksi, jotta voitaisiin tarkastella erityyppisten prolamiinien 
käyttäytymistä koeasetelmassa. Kirjallisuuden mukaan (Tatham ja Shewry 2012; Delcour 
ja Hoseney 2010; Shewry ym. 1995) tämän pitäisi onnistua käytetyllä vaiheittaisella 
uutolla, jossa ensin uutetaan alkoholiin liukeneva monomeerinen osa ja sen jälkeen 
pelkistimellä katkaistaan polymeerisen osan disulfidisidokset jolloin tästäkin osasta tulee 
alkoholiliukoinen. 
Geelielektroforeesilla tarkasteltuna uuttofraktiointi näytti todellakin erottaneen 
hordeiinityypit toisistaan. Tarkasteltaessa fraktioita tarkemmin 
kokoekskluusiokromatografialla havaittiin niissä olevan samankokoisia molekyyliryhmiä. 
Ensin uutettu alkoholiliukoinen fraktio sisälsi pääasiassa vain C-hordeiinia ja 
tunnistamatonta proteiinia, mutta pelkistetty fraktio sisälsi kaikkia tunnistettuja proteiineja. 
Käytetyllä menetelmällä osa alkoholiliukoisesta fraktiosta jäi sakkaan ja siirtyi sen mukana 
pelkistettyyn fraktioon. 
Kokoekskluusiokromatografialla erotettujen piikkien 1, 2 ja 3 voidaan tulosten perusteella 
olettaa olevan polymeerista B-hordeiinia, monomeerista C-hordeiinia ja monomeerista B-
hordeiinia.  
SE-HPLC -piikin 1 voidaan olettaa olevan polymeerista B-hordeiinia ensinnäkin siksi, että 
se on rikastunut pelkistettyyn fraktioon ja toisekseen se ei ole liukoinen emäksisissä 
olosuhteissa, mikä johtuu siitä, että B-hordeiinin isoelektrinen piste on emäksisälle puolella 
(Shewry ja Tatham 1990). Molekyyli on tällöin varaukseton ja erittäin hankala liuottaa. 
Tämän piikin kokoluokkaa olevaa proteiinivyöhykettä ei myöskään nähty 
geelielektroforeesissa, mikä tukee piikin polymeerista luonnetta. Kaikki 
geelielektroforeesit tehtiin pelkistimen kanssa, jolloin polymeerit hajoavat pienemmiksi 
yksiköiksi. 
SE-HPLC -piikin 2 molekyylit ovat kooltaan piikkiä 1, eli polymeerista B-hordeiinia, 
huomattavasti pienempiä ja ne rikastuivat alkoholiliukoiseen fraktioon. Lisäksi ne 
näyttävät olevan liukoisempia emäksisissä olosuhteissa. C-hordeiinin isoelektrinen piste on 
happamalla puolella (Shewry ja Tatham 1990), mikä johtaa sen huonompaan liukoisuuteen 
happamissa olosuhteissa. Tarkasteltaessa alkoholiliukoista fraktiota geelielektroforeesilla 
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havaittiin vahva, C-hordeiinin kokoinen (Shewry ym. 1985) proteiinivyöhyke. Näiden 
tietojen perusteella SE-HPLC piikin 2 voidaan olettaa olevan C-hordeiinia.  
SE-HPLC -piikkin 3 molekyylit ovat hieman piikkiä 2, eli C-hordeiinia, pienempiä ja ne 
rikastuivat pelkistettyyn fraktioon. Tämän lisäksi niiden liukoisuus emäksisissä 
olosuhteissa oli huono. B-hordeiinin monomeerit ovat kooltaan hieman C-hordeiinia 
pienempiä (Shewry ym. 1985) ja B-hordeiinin isoelektrinen piste on emäksisellä puolella 
(Shewry ja Tatham 1990) johtaen sen huonoon liukoisuuteen emäksisissä olosuhteissa. B-
hordeiinin monomeereja ja polymeereja ei voitu erottaa toisistaan geelielektroforeeseissa 
koska näytteet pelkistettiin, jolloin polymeerinen B-hordeiini hajoaa monomeerisiksi 
yksiköiksi. Pelkistetyn fraktion vahvin SDS-PAGE -proteiinivyöhyke on kuitenkin samaa 
kokoluokkaa monomeerisen B-hordeiinin kanssa (Shewry ym. 1985). Näiden havaintojen 
pohjalta SE-HPLC -piikin 3 voidaan olettaa olevan monomeerista B-hordeiinia. 
SE-HPLC -piikkiä 4, ja alkoholiliukoisessa fraktiossa emäksisissä olosuhteissa ilmenevää 
SE-HPLC -piikkiä 5 ja polymeerisen B-hordeiinin kokoista piikkiä 6 ei voida varmuudella 
tunnistaa. Piikki 4 voidaan havaita kokoekskluusiokromatografiassa kaikissa näytteissä ja 
sekä emäksisessä että happamassa pH:ssa. Kuitenkaan tarkasteltaessa alkoholiliukoista ja 
pelkistettyä fraktiota geelielektroforeesilla niillä ei havaita yhtään yhteistä 
proteiinivyöhykettä eikä varsinkaan sellaista, joka olisi kooltaan monomeerista B-
hordeiinia pienempi.  
Alkoholiliukoisessa fraktiossa havaittiin SE-HPLC -piikki 5 ja polymeerisen B-hordeiinin 
kokoinen SE-HPLC -piikki 6 emäksisissä olosuhteissa. Nämä piikit eivät näkyneet pH:ssa 
4,5. Tämän lisäksi alkoholiliukoisesta fraktiosta nähdään geelielektroforeesilla yli 100 
kg/mol kokoisia heikkoja proteiinivyöhykkeitä. Ohran HMW -proteiinien isoelektrinen 
piste on B-hordeiinin tavoin emäksisellä puolella (Shewry ja Tatham 1990) ja lisäksi ne 
ovat polymeerisia. Tämän takia voidaan olettaa, että ne eivät näkyisi alkoholiliukoisessa 
fraktiossa emäksisessä pH:ssa. 
Käytettyjen SE-HPLC -kolonnien stationaarifaasin partikkelien välisen tilavuuden, eli niin 
sanotun void -tilavuuden voidaan olettaa olevan 30 minuutin eluutioajan kohdalla. Tämä 
voidaan päätellä suurimpien molekyylien, eli SE-HPLC piikkien 1 ja 6, päällekkäisyydestä 
ja siitä, että ne eivät voi olla samaa materiaalia. Piikki 1 oli polymeerista B-hordeiinia, 
mitä ei voi esiintyä alkoholiliukoisessa fraktiossa sen luonteen vuoksi. Kuitenkin 
alkoholiliukoisen fraktion suurimmat molekyylit, eli piikki 6, eluoituivat täysin samaan 
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aikaan piikin 1 kanssa. Tämän lisäksi jokaisessa määrityksessä suurimmat molekyylit 
eluoituivat 30 minuutin kohdalla. 
On kuitenkin muistettava myös, että lähtömateriaali OVR on käynyt läpi lämpökäsittelyn 
ja se sisältää myös muita kuin ohran natiiveja proteiineja. tästä johtuen ohran proteiineille 
pätevät liukoisuudet ja polymerisaatiot eivät välttämättä päde kaikkiin näytteen sisältämiin 
proteiineihin. Piikit 4, 5 ja 6 voivat olla esimerkiksi lämpödenaturaation modifioimia tai 
hiivasta lähtöisin olevia proteiineja. Näiden piikkien sisältämiä molekyyleja ei myöskään 
välttämättä ole niin paljon kuin SE-HPLC antaa ymmärtää. Esimerkiksi jos molekyylit 
absorboivat säteilyä huomattavasti hordeiineja enemmän, voi niiden määrä olla alhaisempi 
kuin miltä se kokoekskluusiokromatogrammissa näyttää. 
 
3.4.2 Metallikatalysoitu hapettuminen 
Metallikatalysoitu hapettuminen aloitettiin kahden yleisesti katalyyttina käytetyn 
siirtymämetallin, raudan ja kuparin, vertailulla. Näistä kahdesta metallista valittiin 
käytettäväksi kupari, koska rauta ei aiheuttanut substraateissa mainittavia muutoksia 
vuorokauden reaktion jälkeen. Kuparilla muutokset olivat nähtävissä jo neljän tunnin 
jälkeen. Tätä päätöstä tukevat myös kirjallisuuslähteet, joiden mukaan kupari on 
huomattavasti tehokkaampi katalysoimaan hapetusta (Hawkins ja Davies 1997; Uchida ym. 
1990) materiaaleilla, jotka sisältävät runsaasti proliinia, kuten hordeiinit (Shewry ja 
Tatham 1990; Tatham ja Shewry 1994). 
Geelielektroforeesilla tarkasteltaessa hapetus eteni molemmissa uutefraktioissa ja vastoin 
odotuksia myös OVR:ssa. OVR:n proteiinien ei odotettu hapettuvan voimakkaasti tällä 
menetelmällä, koska ensinnäkin metallin pitää päästä kiinnittymään proteiiniin jotta se 
voisi pilkkoutua kunnolla (Hawkins ja Davies 1997). Toisekseen metallin tuottamien 
radikaalien pitää vielä selvitä proteiiniin asti jotta reaktio voisi kulkea loppuun. Näitä 
hankaloittaa huomattavasti se, että vain 40 % OVR:sta on proteiinia ja loppu 60 % muuta 
materiaalia, kuten kuitua. Tästä huolimatta OVR:n geelielektroforeesilla nähtävät 
proteiinivyöhykkeet häviävät miltei kokonaan vuorokauden reaktion jälkeen. Kaikilla 
näytemateriaaleilla oli kuitenkin nähtävissä elektroforeesigeelin näytekaivon pohjalla 
proteiinivyöhyke eli näytteet ovat sisältäneet proteiineja, jotka ovat liian suuria 
päästäkseen geelin verkostoon sisään. 
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Geelielektroforeesilla nähdyt muutokset OVR:n ja siitä uutettujen fraktioiden proteiineihin 
eivät kuitenkaan olleet sitä mitä odotettiin. Tutkittaessa näytteitä 
kokoekskluusiokromatografialla havaittiin, että näytteiden B- ja C-hordeiinin määrä laskee 
huomattavasti tai ne häviävät jopa kokonaan, mutta pienempiä proteiineja ilmestyy tilalle 
äärimmäisen vähän tai ei ollenkaan. Tunnistamattomille molekyyleille (piikki 4) ei käy 
hapetettaessa mitään. 
Vain alkoholiliukoinen fraktio liukeni täysin reaktioliuokseen ja kromatografiapuskuriin. 
Alkoholikeiton läpi käynyt OVR on ominaisväriltään ruskea, tämä väri oli nähtävissä 
pelkistetyssä fraktiossa ja OVR:ssa sakassa. Hapetuksen edetessä väri hävisi pelkistetyn 
fraktion sakasta kokonaan ja OVR:n sakasta osittain. Flavanolit ja niiden polymeerit ovat 
väriltään punertavia tai ruskehtavia (Li ym. 2007) ja lisäksi ne aiheuttavat 
lämpökäsitellyissä ohratuotteissa ruskeaa väriä, jonka muodostuminen on erityisen 
voimakasta keitettäessä (Kohyama ym. 2001). Voimakkaasta radikaalinsieppauskyvystään 
huolimatta flavanolit ja niiden muodostamat yhdisteet voivat muuttua radikaalihapetuksen 
seurauksena, mikä johtaa niiden värin muuttumiseen (Fernández-Zurbano ym. 1995). 
Niiden on myös todettu muodostavan värittömiä yhdisteitä (Bishop ja Nagel 1984). 
Polymeeriset flavanolit ovat myös erittäin herkkiä muodostamaan liukenemattomia 
kompleksiyhdisteitä proliinipitoisten proteiinien kanssa (Kaneda ym 1992, Siebert ym 
1996, Siebert 2006).  Näytteiden hapettuessa ei syntynyt yhtään pieniä molekyyleja ja 
lisäksi osa näytteistä jäi elektroforeesissa näytekaivojen pohjalle vaikka näytteet 
pelkistettiin. Proteiinien koon kavu ei siis voinut johtua disulfidisidoksista. SE-HPLC 
näytteitä valmistettaessa suuret molekyylit suodattuivat pois. Myös pelkistykselle 
vastustuskykyisten proteiinipolymeerien muodostuminen on kirjallisuuden mukaan 
mahdollista (Berlett ja Stadtman 1997, Dean ym 1997). Tätä kuitenkin tapahtuu lähinnä 
hapettomissa olosuhteissa. 
Proteiinien koon kasvun täytyi johtua hapetusreaktion radikaaleista, sillä 0h 
hapetuskontrollit tehtiin samaan aikaan 2h ja 24 hapetusnäytteiden kanssa. Kontrolleihin ei 
lisätty hapetuksen vaatimaa vetyperoksidia, vaan se korvattiin deionisoidulla vedellä. 
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3.4.3 Proteolyyttinen hydrolyysi termolysiinillä 
Käytetty määrä termolysiiniä (termolysiini:substraatti suhde 1:100) pilkkoi tehokkaasti niin 
OVR:n kuin uutteidenkin proteiinit. Tämä oli odotusten mukaista sillä termolysiiniä on 
aiemminkin käytetty elintarvikeproteiinien pilkkomiseen (Hernàndez-Ledesma ym. 2006; 
Otte ym. 2007). Hydrolyysien korkea lämpötila ei myöskään oletuksen mukaan estänyt 
entsyymin toimintaa. Päinvastoin termolysiinin pitäisi toimia tehokkaammin käytetyssä 
lämpötilassa (Hernàndez-Ledesma ym. 2006). 
Geelielektroforeesilla tarkasteltaessa jo kahdessa tunnissa OVR:n ja alkoholiliukoisen 
fraktion proteiinivyöhykkeet ovat hävinneet täysin. Pelkistetyssä fraktiossa on kahden 
tunnin hydrolyysin jälkeen nähtävissä fraktion vahvin proteiinivyöhyke, mutta sekin katoaa 
täysin vuorokauden hydrolyysin jälkeen. B-hordeiini on rakenteeltaan globulaarinen ja sen 
karboksyylipää on erittäin tiukkaan pakkautunut (Shewry ym. 1999). Pilkkoakseen 
proteiinin entsyymin täytyy päästä sitoutumaan proteiinin rakenteeseen. Myös termolysiini 
hydrolyysinäytteillä elektroforeesigeelin näytekaivojen pohjalle jäi proteiineja, jotka eivät 
päässeet geelin verkoston sisään. 
Kokoeksklusiokromatografia varmisti proteiinien tehokkaan pilkkoutumisen. Kaikilla 
näytteillä C-hordeiinipiikki kutistui huomattavasti ja runsas määrä erikokoisia pienempiä 
molekyyleja ilmestyi tilalle. Pelkistetyn fraktion liukenematon osa näytti myös 
pilkkoutuvan, sillä hydrolyysin edetessä ilmestyneiden pienten molekyylien määrä oli 
erittäin suuri verrattuna alkuperäisen fraktion liukoiseen osaan, myös sakan määrä pieneni 
hydrolyysin edetessä. Suuri osa pelkistetyn fraktion hydrolyysituotteista oli samaa 
kokoluokkaa, mikä aiheutti suuren piikin hydrolysoitujen näytteiden kuvaajaan. B-
hordeiinin karboksyylipää on erittäin tiukkaan pakkautunut, mutta sen aminopää on 
huomattavasti avoimempi muistuttaen rakenteeltaan C-hordeiinia (Shewry ym. 1995; 
Shewry ym. 1999). B-hordeiinin aminopää on siis proteiinia pilkkovalle entsyymille 
helpommin lähestyttävä. 
Alkoholiliukoinen fraktio käyttäytyi muista näytteistä poikkeavasti 
termolysiinihydrolyysin edetessä. Aluksi fraktiossa ei ollut ollenkaan sakkaa, mutta 
hydrolyysin edetessä näyte sakkaantui. Tämä sakkautuminen ei kuitenkaan johtunut 
entsyymistä vaan lämpökäsittelystä, sillä entsyymittömän 24h 70 °C 
lämpökäsittelykontrollin sakkautuminen oli voimakkainta. Entsyymi ei pilkkonut 
sakkautumistuotteita tarpeeksi tehokkaasti estääkseen sen. C-hordeiinin sakkautuminen ei 
ollut havaittavissa pelkistetyssä fraktiosa ja OVR:ssa niiden jo ennestään sisaltämän sakan 
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vuoksi. C-hordeiinit voivat ristisitoutua ?-levyiksi korkeissa konsentraatioissa (Tatham ja 
Shewry 1995). Tämä ristisitoutuminen vaatii jatkuvaa kanssakäymistä C-
hordeiinimolekyylien välillä, jolloin lämpötilan nousu kiihdyttää reaktiota. 
OVR:ssa pienten hydrolyysituotteiden lisäksi kokoekskluusiokromatogrammiin ilmestyi 
uusi piikki, joka oli samankokoinen kuin polymeerinen B-hordeiini. Tämä piikki ei ollut 
lämpökäsittelyn aikaansaama, sillä 24h lämpökäsittelykontrollissa sitä ei nähty. Sen oli siis 
pakko liittyä jollain tavalla entsyymin toimintaan. Molemmat yhdisteet kuitenkin 
eluoituivat 30 minuutin kohdalla, jonka pääteltiin olevan käytettyjen SE-HPLC -kolonnien 
stationaarifaasin partikkelien välinen tilavuus, eli niin sanottu void -tilavuus. 
 
3.4.4 ACE -inhibitioaktiivisuus in vitro 
Bioaktiiviset peptidit, joihin ACE -inhibitiiviset peptidit kuuluvat, ovat pieniä (De Leo ym. 
2009). Koska metallikatalysoidulla hapetuksella ei saatu pilkottua näytteiden proteiineja, 
päätettiin, että hapetettujen näytteiden ACE -inhibitioaktiivisuutta ei tutkita. 
Termolysiinihydrolyysin kyky vapauttaa bioaktiivisia peptidejä OVR:sta selvitettiin, koska 
aiempaa tietoa termolysiinillä pilkottujen ohraproteiinien ACE -aktiivisuudesta ei ollut. 
Koska termolysiini pilkkoi tehokkaasti OVR:a, joka sisältää laajan kirjon ohran proteiineja, 
valittiin se näytemateriaaliksi ACE -inhibitiokokeisiin uutteiden sijaan. 
Kokeissa käytetyillä ACE -määrillä saavutettiin kineettisen ACE -aktiivisuuden lineaarinen 
alue 200-480 U/L (Buttery ja Stuart 1993) eli käytetyt määrät soveltuivat inhibitiokokeisiin. 
Kuitenkin vertailumateriaali kaptopriilille saatu IC50 oli 6,55*10-12 M, kun 
kirjallisuuslähteiden mukaan sen pitäisi sijoittua välille 7,5*-10-10*-8 M (De Leo ym. 2009; 
Vermeirssen ym. 2002). Tästä johtuen tuloksissa voi olla monen kertaluokan vaihtelua ja 
niihin täytyy suhtautua varauksella. 
Termolysiinillä saatiin oletuksen mukaisesti vapautettua ACE -inhibitioaktiivisia peptidejä. 
Hordeiinien aminohapporakenteessa tiedettiin olevan ACE -inhibitioaktiivisia peptidejä 
(Loponen 2004) ja se sisältää myös paljon proliinia, jonka tiedettiin lisäävän peptidin ACE 
-inhibitiokykyä kun se on peptidin karboksyylipäässä viimeisenä (Kohmura ym. 1989; De 
Leo 2009). Termolysiinin tiedettiin myös pystyvän vapauttamaan ACE -inhibitioaktiivisia 
peptidejä (Hernàndez-Ledesma ym- 2006; Otte ym. 2007). 
OVR:n termolysiinihydrolysaatin IC50 oli 246 ?g/ml, joka on samaa luokkaa muiden 
elintarvikkehydrolysaattien ACE -inhibitiokapasiteetin kanssa (Li ym. 2002). 
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Gluteeniproteiinihydrolysaatin IC50 on 29 ?g/ml (Huang 2011) ja ACE -inhibitiivisen 
verenpainelääkkeen kaptopriilin IC50 on 0,0015 ?g/ml (De Leo ym. 2009; Vermeirssen ym. 
2002), mutta kaptopriilin verenpainetta alentava vaikutus ei kuitenkaan välttämättä ole 
yhtään sen parempi kuin elintarvikkeista valmistettujen ACE -inhibitiivisten peptidien (De 
Leo ym. 2009). 
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4 Päätelmät 
 
Tässä maisterin tutkielmassa pyrittiin tunnistaman ohratärkkelystehtaan sivujakeen 
proteiineja ja selvittämään voidaanko niitä muokata metallikatalysoidulla hapetuksella. 
Tämän lisäksi selvitettiin voidaanko sivujakeen proteiineista tuottaa ACE -inhibitiivisiä 
peptidejä hapetuksella tai proteolyyttisellä entsyymillä, termolysiinillä. Tutkimustulosten 
perusteella sivujakeesta pystyttiin tunnistamaan kolme proteiinityyppiä: polymeerinen B-
hordeiini, monomeerinen B-hordeiini sekä C-hordeiini.  
Vastoin odotuksia metallikatalysoitu hapetus johti tunnistettujen proteiinityyppien 
aggregoitumiseen kompleksiyhdisteiksi polyfenolien kanssa tai suuremmiksi 
polymeereiksi. Proteiinien aggregoitumisen täytyi johtua hapetusreaktion radikaaleista, 
sillä hapetuskontrollit tehtiin samaan aikaan hapetettujen näytteiden kanssa. Kontrolleihin 
ei lisätty hapetuksen vaatimaa vetyperoksidia, vaan se korvattiin deionisoidulla vedellä. 
Termolysiini sen sijaan pilkkoi tunnistettuja proteiineja pienemmiksi yksiköiksi erittäin 
tehokkaasti, kuten sen odotettiin tekevän.  
Tässä tutkimuksessa metallikatalysoitu hapetus aggregoi proteiinit pilkkomisen sijaan, eli 
pieniä peptidejä ei syntynyt ollenkaan. Pienten peptidien puuttuessa hapetettujen 
proteiinien ACE -inhibitioaktiivisuus päätettiin jättää tutkimatta. Sen sijaan ohran 
proteiineista proteolyysillä vapautettujen pienten peptidien inhibition IC50, eli 
konsentraatio, jossa inhibiittori esti 50 % ACE:n kyvystä pilkkoa FAPGG:ä, oli 246 ?g/ml. 
Tämä on samaa luokkaa kirjallisuudesta saatujen muiden elintarvikehydrolysaattien 
inhibitiokapasiteetin kanssa. Esimerkiksi gluteeniproteiinihydrolysaatin (Huang 2011) IC50 
on 29 ?g/ml. 
Metallikatalysoitu hapettuminen ei siis soveltunut tärkkelyksentuotantoprosessin 
proteiinipitoisen sivujakeen proteiinien pilkkomiseen, eikä täten myöskään ACE -
inhibitiivisten peptidien tuottamiseen kyseisestä materiaalista. Termolysiinihydrolyysi 
kuitenkin toimi odotusten mukaisesti ja teollinen OVR näyttäisikin tarjoavan hyvän ACE -
inhibitoaktiivisten peptidien lähteen. 
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Liitteet 
  
Liite 1. Esikokeiden tulosaineisto 
 
Elektroforeesigeeli, jossa 1= molekyylipainomarkkeri, 2=  pelkistimellä uutetussa fraktiossa 
jääkaappilämmössä sakkautunut materiaali (8mg/100?l), 3= pelkistimellä uutettu fraktio ilman jääkaapissa 
sakkautunutta osaa (10?l/100?l). Fraktiot erosivat toisistaan niin vähän, ettei sitä pidetty merkittävänä. 
 
OVR:n typpipitoisuus ja sen perusteella laskettu proteiinin määrä. 
Näyte Paino (mg) N% 
Proteiini 
(N%*6,25) 
OVR1 97,1 6,5 40,9 
OVR2 112,2 6,6 41,5 
OVR3 111,7 6,6 41,5 
Keskiarvo 41,3 
Hajonta     0,3 
 
Suodatetun hydrolysaatin ja HEPES puskurin typpipitoisuus ja niiden perusteella laskettu hydrolysaatin 
proteiinin määrä 
Näyte Paino (mg) N% N% keskiarvo N% proteiinista 
Proteiini (%) Proteiini (%) 
(N%*6,25) hajonta 
HEPES1 2027,4 0,292 0,293 0,014 0,084 0,006 
HEPES2 2028,2 0,295 
HEPES3 2032,3 0,293 
Hydrolysaatti1 2007,7 0,306 0,307 
Hydrolysaatti2 1998,6 0,308 
Hydrolysaatti3 1986,5 0,306         
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Liite 2. ACE -inhibitiokokeiden tulosaineisto 
 
Hydrolysaatti 
(mg/ml) 
Log (hydrolysaatti) 
(mg/ml) 
ACE -inhibitioaktiivisuus 
(%) 
Mittaus 
1 
Mittaus 
2 
Mittaus 
3 
3,82 0,58 130 
0,382 -0,42 81 
0,0382 -1,42 58 53 52 
0,00382 -2,42 39 
0,000382 -3,42 36 
0,0000382 -4,42 3 
0,00000382 -5,42 7 
0,000000382 -6,42 2 
0,000000000382 -9,42 8 
0,000000000000382 -12,42 0,5     
 
Kaptopriili 
(mol/l) 
Log (kaptopriili) 
(mol/l) 
ACE -inhibitioaktiivisuus 
(%) 
Mittaus 1 Mittaus 2 
5*10-6 -5,301 97 
5*10-11 -10,301 85 40 
5*10-12 -11,301 69 
5*10-15 -15,301 31 
5*10-26 -25,301 10   
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Liite 3. IC50 arvojen analysointi GraphPad Prism -ohjelmalla 
Proteolyyttisellä entsyymillä, termolysiinillä, muokatut pienet peptidit: 
 "Inhibition (%)"  "Global (shared)" 
"log(agonist) vs. response -- Variable slope (four parameters)"  
  
"Best-fit values"    
"     Bottom" 1.581 1.581 1.581 
"     Top" 147.0 147.0 147.0 
"     LogEC50" -0.6088 3.816  
"     HillSlope" 0.2715 0.2715 0.2715 
"     EC50" 0.2461 6553  
"     Span" 145.4 145.4 145.4 
"Std. Error"    
"     Bottom" 4.796 4.796 4.796 
"     Top" 53.94 53.94 53.94 
"     LogEC50" 1.228 1.481  
"     HillSlope" 0.09460 0.09460 0.09460 
"     Span" 56.50 56.50 56.50 
"95% Confidence Intervals"    
"     Bottom" "-9.479 to 12.64" "-9.479 to 12.64" "-9.479 to 12.64" 
"     Top" "22.58 to 271.3" "22.58 to 271.3" "22.58 to 271.3" 
"     LogEC50" "-3.441 to 2.223" "0.4019 to 7.231"  
"     HillSlope" "0.05338 to 0.4897" "0.05338 to 0.4897" "0.05338 
to 0.4897" 
"     EC50" "0.0003623 to 167.2" "2.523 to 1.702e+007"  
"     Span" "15.08 to 275.7" "15.08 to 275.7" "15.08 to 275.7" 
"Goodness of Fit"    
"     Degrees of Freedom"   8 
"     R square" 0.9684 0.0 0.9757 
"     Absolute Sum of Squares" 386.7 0.0 386.7 
"     Sy.x"   6.953 
Constraints    
"     Bottom" "Bottom is shared" "Bottom is shared"  
"     Top" "Top is shared" "Top is shared"  
"     HillSlope" "HillSlope is shared" "HillSlope is shared"  
"Number of points"    
"     Analyzed" 12 1  
Kaptopriili: 
 "ACE inhibition (%)" "Global (shared)" 
"log(agonist) vs. response -- Variable slope (four parameters)"   
"Best-fit values"   
"     Bottom" 20.47 20.47 
"     Top" 97.08 97.08 
"     LogEC50" -11.18  
"     HillSlope" 0.8184 0.8184 
"     EC50" 6.555e-012  
"     Span" 76.61 76.61 
"Std. Error"   
"     Bottom" 12.67 12.67 
"     Top" 17.90 17.90 
"     LogEC50" 0.4770  
"     HillSlope" 0.9334 0.9334 
"     Span" 21.99 21.99 
"95% Confidence Intervals"   
"     Bottom" "-34.07 to 75.00" "-34.07 to 75.00" 
"     Top" "20.05 to 174.1" "20.05 to 174.1" 
"     LogEC50" "-13.24 to -9.131"  
"     HillSlope" "-3.198 to 4.835" "-3.198 to 4.835" 
"     EC50" "5.862e-014 to 7.398e-010"  
"     Span" "-18.00 to 171.2" "-18.00 to 171.2" 
"Goodness of Fit"   
"     Degrees of Freedom"  2 
"     R square" 0.8874 0.8874 
"     Absolute Sum of Squares" 640.3 640.3 
"     Sy.x"  17.89 
Constraints   
"     Bottom" "Bottom is shared"  
"     Top" "Top is shared"  
"     HillSlope" "HillSlope is shared"  
"Number of points"   
"     Analyzed" 6  
